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RESUMEN 
Las ataxias cerebelosas son un grupo heterogéneo e infrecuente de enfermedades 
neurodegenerativas caracterizadas por la falta de coordinación motora. Su causa se 
atribuye a alteraciones en el cerebelo y en los circuitos asociados. La ataxia de Friedreich 
(AF) es el tipo más común y conocido dentro de las ataxias hereditarias.  Las terapias 
actuales están basadas en el uso de compuestos químicos que corrigen alguno de los 
procesos involucrados en su patogénesis aunque todavía no existe una terapia efectiva 
para este tipo de enfermedades. 
Los factores neurotróficos son compuestos que aumentan la supervivencia y 
diferenciación de determinados tipos de neuronas y, por tanto, son considerados como 
agentes terapéuticos muy prometedores en el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas. El factor de crecimiento de hígado (LGF) es un mitógeno hepático 
con demostrada actividad neurotrófica y/o neurogénica en el Sistema Nervioso Central 
dañado. Es por ello que quisimos investigar el potencial terapéutico del LGF en un modelo 
experimental de ataxia cerebelosa inducido por la neurotoxina 3-acetilpiridina (3-AP) y en 
un modelo murino de ataxia de Friedreich (AF). 
Por otro lado, como terapia alternativa en el tratamiento de las ataxias, abordamos la 
estrategia de reemplazo celular utilizando células madre de cordón umbilical humano 
(CMCUhu). Estas células se han utilizado en diversos modelos animales de enfermedades 
neurodegenerativas, mostrando resultados muy alentadores.  
El tratamiento con LGF (5µg/rata) de las ratas lesionadas con 3-AP, estimuló la expresión 
del marcador neuronal NeuN y de la proteína antiapoptótica Bcl2 en el tronco del 
encéfalo. En el cerebelo, el LGF redujo la concentración extracelular de glutamato y 
previno la activación de la microglia. Ambos eventos podrían explicar el efecto 
beneficioso que el LGF ejerció sobre los terminales calbindina-positivos de las células de 
Purkinje (CP) que proyectan sobre los núcleos profundos. Además, el tratamiento con el 
factor moduló la liberación de GABA en el cerebelo, lo que podría explicar la 
estabilización de la coordinación motora observada en las ratas atáxicas.  
En el modelo de AF en ratón utilizado (YG8R), el LGF (1,7µg/ratón) promovió la 
supervivencia de las neuronas sensitivas del asta dorsal de la médula lumbar y mejoró la 
hipertrofia cardiaca. El tratamiento con el factor también potenció la expresión de 
frataxina en la médula espinal, el tronco del encéfalo y el corazón. En el músculo 
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esquelético redujo significativamente la proporción entre glutatión oxidado/glutatión 
reducido, que es un indicador de estrés oxidativo. Además, reguló al alza la expresión del 
complejo IV (CIV) de la cadena mitocondrial en la médula espinal y el corazón de los 
ratones YG8R, lo que podría explicar en parte los efectos beneficiosos del LGF 
observados, ya que un incremento en el CIV podría reducir la concentración de radicales 
libres en las neuronas y los cardiomiocitos. 
En el modelo experimental de ataxia cerebelosa inducido por 3-AP, las CMCUhu 
administradas intravenosamente alcanzaron el cerebelo y el tronco del encéfalo que son 
las dos estructuras del SNC más afectadas en este modelo de ataxia. Los implantes 
redujeron la pérdida neuronal inducida por la 3-AP en el tronco del encéfalo e impidieron 
la sobreexpresión de GFAP en el cerebelo. Además, las CMCUhu incrementaron la 
expresión de proteínas críticas para la supervivencia celular como P-Akt y Bcl-2 en el 
cerebelo y tronco del encéfalo de las ratas atáxicas. Todos estos efectos fueron 
acompañados por una mejora temporal pero significativa en la coordinación motora.  
Teniendo en cuenta nuestros resultados, proponemos tanto al LGF como a los implantes 
de CMCUhu como potenciales agentes terapéuticos en el tratamiento de las ataxias 
cerebelosas. 
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3-AP Neurotoxina 3-acetilpiridina/Ratas lesionadas con 3-AP 
3-AP+LGF Ratas lesionadas con 3-AP que reciben tratamiento con LGF 
3-AP+CMCUhu Ratas lesionadas con 3-AP que reciben tratamiento con CMCUhu 
AF Ataxia de Friedreich 
Akt Proteína quinasa B 
CG  Capa granulosa de la corteza cerebelosa 
CM Capa molecular de la corteza cerebelosa 
CP Células de Purkinje 
Bax Proteína X asociada a Bcl2 
Bcl2 B-cell lymphoma 2 
BDNF Factor neurotrófico derivado del cerebro 
BrdU Bromodeoxiuridina 
CIV Complejo IV/Citocromo oxidasa 
CMCUhu Células madre de cordón umbilical humano 
CME Células madre embrionarias 
CMN Células madre neurales 
DCX Doblecortina 
EEM Error estándar de la media 
FPN Ferroportina 
FXN Frataxina 
GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
GABA Ácido gamma aminobutírico 
GDNF Factor neurotrófico derivado de líneas gliales 
GFAP Proteína ácida fibrilar de la glía 
GLU Glutamato 
GLUR 1 Receptor 1 del Glutamato 
GLUT-5 Transportador de glucosa 5 
GSH Glutatión reducido 
GSSH Glutatión oxidado 
HLA-ABC Antígeno leucocitario humano 
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HPLC Cromatografía de alta eficacia 
IB4 Isolectina B4 
IGF-I Factor de crecimiento insulínico tipo 1 
IP Intraperitoneal 
LGF Liver Growth Factor / Factor de crecimiento del Hígado 
NeuN Proteína del núcleo neuronal 
OAD Oliva accesoria dorsal 
OAM Oliva accesoria medial 
OP Oliva principal 
OX6 Clon que genera anticuerpos frente al complejo mayor de 
histocompatibilidad clase II 
PCNA Antígeno nuclear de proliferación celular 
RIP Anticuerpo frente a oligodendrocitos (antígeno desconocido) 
SNC Sistema Nervioso Central 
TNF α Tumor Necrosis Factor-alpha 
WT Ratones wild type 
YG8R Ratones Fxntm1Mkn/Tg(FXN)YG8Pook 
YG8R+LGF Ratones YG8R que reciben tratamiento con LGF 
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1. ATAXIAS CEREBELOSAS.  
 
1.1. Definición y aspectos generales. 
Las ataxias cerebelosas comprenden un amplio espectro de trastornos neurológicos que 
presentan como característica principal la ataxia.  
Ataxia, literalmente significa descoordinación y es un síntoma clínico. Este término se ha 
utilizado para englobar distintas enfermedades en que la descoordinación motora es el 
síntoma principal.  
Esta descoordinación esta originada por una degeneración cerebelosa progresiva 
provocada por lesiones del cerebelo o por una combinación de lesiones cerebelosas y 
extracerebelosas,  principalmente de las aferencias procedentes de la médula espinal y 
del tronco del encéfalo. 
Como resultado se ha descrito una sintomatología variada que combina un deterioro del 
equilibrio, del modo de andar, de la coordinación de los movimientos de las extremidades 
y temblor cinético. Estos síntomas los origina una musculatura tensa y rígida 
(espasticidad), contracciones involuntarias musculares (distonía), movimientos 
involuntarios (mioclonía) y lentitud de movimientos (bradicinesia). Además, acaban 
afectando a los sentidos, mostrando también alteración en la articulación de las palabras 
(disartria) y déficits oculomotores (nistagmo) (Marmolino y Manto, 2010).  
También se han asociado las lesiones cerebelosas con diversas patologías 
neuropsiquiátricas como la depresión, la esquizofrenia y el autismo (Fatemi y cols., 2008).  
Las ataxias cerebelosas pueden ser hereditarias (identificadas por su edad de aparición, la 
degeneración crónica y la historia familiar)(Sailer y Houlden, 2012) y no hereditarias 
producidas por disfunciones vasculares, tumores, desmielinizaciones, toxinas y 
enfermedades infecciosas (Marmolino y Manto, 2010). Esta heterogeneidad hace difícil su 
caracterización y diagnosis. 
A día de hoy, no existe un tratamiento eficaz. De ahí la importancia de la investigación 
tanto en los tratamientos para mejorar la patología característica de este grupo de  
enfermedades, como en la búsqueda de modelos experimentales que simulen los 
distintos tipos de ataxia.  
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1.2. El cerebelo. Estudio y funcionamiento. 
El cerebelo es el órgano responsable de la coordinación y sintonización de los 
movimientos corporales, así como del equilibrio y la regulación del tono muscular. Para 
ello, recibe e integra distintos tipos de información: la posición y estado de los músculos y 
articulaciones, la cantidad de tono muscular, el estado de equilibrio del cuerpo y las 
órdenes que deben enviarse a los músculos desde la corteza motora cerebral. Como 
consecuencia, una persona con daño cerebeloso, aunque no está paralizada, tiene 
movimientos lentos, descoordinados, trémulos, y con tendencia a caer (Liebman, 1991). 
El cerebelo realiza sus funciones a un nivel inconsciente. Sin embargo, investigaciones 
recientes indican que los circuitos cerebelosos son clave en la iniciación de los 
movimientos voluntarios,  en el cronometraje de la secuencia de los movimientos simples 
que componen un movimiento complejo, y en el aprendizaje y la retención de las 
habilidades y destrezas motoras (Jacobson y cols., 2008).  
 
Figura 1.- (A) Vista dorsal del cerebelo mostrando el vermis, zona intermedia y hemisferios. (B) Sección 
transversal del cerebelo que muestra la corteza cerebelosa y los núcleos cerebelosos profundos. 
 
Desde el punto de vista histológico, en las ataxias las neuronas más afectadas son las 
células de Purkinje (CP), las neuronas de la capa granulosa o granos, y las neuronas de los 
núcleos profundos del cerebelo. Los dos primeros tipos de neuronas localizadas en la 
corteza cerebelosa, son los que reciben la información procedente del exterior y el último 
tipo, inmerso en la médula del cerebelo, constituye la principal eferencia del cerebelo (Fig. 
1). Por ello, la alteración de estas neuronas es determinante en la función cerebelosa.  
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Los impulsos aferentes al cerebelo llegan directamente a las CP vía las fibras trepadoras 
de los axones originados en el complejo de la oliva inferior (Huang, 2008), e 
indirectamente vía las fibras musgosas de los axones originados en distintos núcleos del 
encéfalo y de la médula espinal, que acaban formando las fibras paralelas (Berretta y cols., 
1991a; Berretta y cols., 1991b)(Fig. 2). Ambos tipos de aferencias son glutamatérgicas 
excitatorias y envían colaterales a los núcleos profundos, inmersos en la médula 
cerebelosa. Las fibras paralelas a su vez, establecen sinapsis excitatorias con las dendritas 
de las neuronas inhibitorias de las CP, las células estrelladas y las células en cesto (Ekerot 
y cols., 1995) y con otras interneuronas, las células de Golgi, que inhiben a su vez a las 
neuronas de la capa granulosa, estableciendo un circuito de inhibición retroalimentado 
(Fig.2). 
 
Figura 2.- Esquema de la corteza cerebelosa. Se representan los elementos principales de cada una de las 
capas que constituyen la corteza así como conexiones nerviosas del cerebelo. Modificado de Kahle, 2003. 
 
Los núcleos profundos también son modulados por las CP (Sillitoe y Joyner, 2007) y por las 
neuronas de la capa granulosa a través de distintas interneuronas, localizadas en las 
distintas capas del cerebelo, que son inhibitorias y utilizan el ácido gamma amino butírico 
(GABA) como neurotransmisor (Nunzi y cols., 2001). El resultado final de este conjunto de 
excitaciones e inhibiciones consiste en la descarga por parte de los núcleos profundos de 
un patrón organizado de impulsos. Este actúa sobre las vías motoras, coordinando la 
acción de los músculos agonistas, antagonistas y sinergistas tanto de las contracciones 
   Introducción
    
   
 
22 
musculares tónicas que mantienen el equilibrio y la postura, como de las responsables de 
los movimientos finos voluntarios.  
 
Por otro lado, también se han descrito en algunas ataxias, alteraciones histológicas en los 
tractos aferentes al cerebelo (Koeppen y Mazurkiewicz, 2013) que llevan la información 
de la sensibilidad propioceptiva de los músculos y tendones del cuerpo, además del 
estado de equilibrio, esenciales para el funcionamiento del cerebelo. El estudio de los 
siguientes tractos (Fig.3), así como de las neuronas que los originan, puede ser 
importante para conocer la evolución de la patología de algunas ataxias: 
a) el tracto cuneocerebeloso, cuyas fibras salen del núcleo cuneiforme lateral, donde 
terminan las fibras propioceptivas correspondientes a las extremidades superiores y parte 
superior del tronco. 
b) el tracto espinocerebeloso posterior (dorsal), cuyas fibras nacen en la columna de 
Clarke del asta dorsal de la médula torácica y lumbar superior, donde terminan las fibras 
propioceptivas correspondientes a las extremidades inferiores y parte inferior del tronco. 
c) el tracto espinocerebeloso anterior (ventral), cuyas fibras, en su mayor parte cruzadas, 
proceden de la base del asta dorsal de la médula lumbar y sacra, donde terminan las 
fibras propioceptivas y exteroceptivas de la parte más inferior del cuerpo.  
d) los tractos espinoolivar-olivocerebeloso. Las  fibras del primero se originan en el asta 
dorsal de la médula cervical y conducen los impulsos propioceptivos hacia la oliva 
contralateral. A través del segundo tracto, la oliva manda todas sus fibras al cerebelo. 
e) los tractos espinovestibular-vestibulocerebeloso. Las fibras del primero se originan en 
el asta posterior de la médula cervical y conducen los impulsos propioceptivos hacia los 
núcleos vestibulares. El segundo tracto lleva fibras vestibulares primarias, procedentes 
del ganglio vestibular, y secundarias, procedentes de los núcleos vestibulares.  
 
Todos estos tractos entran en el cerebelo a través del pedúnculo inferior, excepto el 
espinocerebeloso anterior, que lo hace a través del pedúnculo cerebeloso superior. 
Además de estas vías de información al cerebelo, cuando la corteza motora cerebral 
descarga en las neuronas motoras, el cerebelo recibe información sobre la naturaleza de 
la descarga a través de los tractos corticopontocerebelares.  
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Figura 3.- Esquema de los circuitos aferentes al cerebelo. Se muestra el tracto vestibulocerebeloso (línea 
discontinua) perteneciente a la vía del cordón posterior. Este tracto porta información propioceptiva y 
exteroceptiva. La vía del cordón lateral incluye los tractos espinocerebeloso posterior (línea negra) y 
anterior (línea naranja) que reciben la mayoría de la información propioceptiva de entrada al cerebelo. 
También parte de la información propioceptiva llega a través del tracto olivocerebeloso (línea gris) y 
cuneocerebeloso (línea morada). Modificado de Kalhe 2003 (Kahle, 2003). 
 
1.3. Diagnosis y Clasificación. 
El diagnóstico correcto de las ataxias es un desafío ya que hay muchos tipos distintos y los 
fenotipos resultantes se solapan en ocasiones.  
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Por su etiología existen tanto formas no hereditarias esporádicas y adquiridas (infecciosas, 
desmielinizantes, toxicas, inflamatorias, metabólicas, musculares…) como enfermedades 
hereditarias presentando todas en común la disfunción del cerebelo (Manto y Marmolino, 
2009a, b). 
Al hacer el diagnostico, una vez excluidas las formas adquiridas se plantea el estudio 
genético para determinar las posibles mutaciones. Esta situación no siempre es posible 
por el alto coste que significa examinar un gran número de genes, pero la reciente 
aparición de técnicas de secuenciación de nueva generación (NGS) permite secuenciar 
incluso el genoma completo a menor coste y tiempo aunque posea limitaciones, ya que 
presenta dificultades en su capacidad de secuenciar tramos de repeticiones como las 
poliglutamínicas, así como en descubrir expansiones poliglutamínicas nuevas (Sailer y 
Houlden, 2012). 
Hoy en día, en el 60% de los casos hereditarios, se puede identificar la mutación genética  
subyacente, mientras que en formas raras de ataxia las mutaciones no están identificadas 
o no existe la posibilidad de efectuar una prueba genética (Moseley y cols., 1998; Juvonen 
y cols., 2000; Juvonen y cols., 2005; Kerber y cols., 2005; Durr, 2010).  
Encontrar el defecto genético concreto en los pacientes con ataxia cerebelosa es 
complicado. El relativo fenotipo uniforme de los pacientes dificulta a la hora de investigar 
el gen diana. Además las ataxias genéticas son consideradas enfermedades raras, es decir 
que su prevalencia es menor de 50 afectados por cada 100.000 individuos, y todas las 
ataxias juntas se estima que tienen una prevalencia de 15-20 afectados por cada 100.000 
individuos (aunque se sugiere que los datos actuales han infraestimado la extensión del 
problema) (Klockgether, 2011) por lo que los estudios epidemiológicos así como el interés 
de la industria farmacéutica es limitado.  
Además  hay grandes diferencias en la prevalencia de las distintas formas de ataxia en 
función de las  regiones geográficas  y según su patrón de herencia (Anheim y cols., 2010).  
Gracias a los avances en  resonancia magnética se ha revolucionado la caracterización 
morfológica de los desordenes en el cerebro pero la diagnosis final se basa en una 
combinación de características bioquímicas y estudios genéticos. Un ejemplo de algoritmo 
de diagnostico se propone en la Figura 4. 
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Figura 4.- Algoritmo de diagnóstico de ataxias cerebelosas. La clasificación utilizada se basa en primer lugar 
en la causa (genética o no) del trastorno. Se continúa con los patrones de herencia para que distintas 
pruebas genéticas y bioquímicas clasifiquen cada grupo y tipo de ataxia. Modificado de Manto y Marmolino 
2009 (Manto y Marmolino, 2009a). 
 
o Ataxias genéticas/hereditarias. 
Las ataxias genéticas son un grupo muy heterogéneo de enfermedades, generalmente son 
desordenes progresivos con síntomas que muestran un deterioro gradual. Pueden ser 
ataxias cerebelosas puras o formas complejas con síntomas neurológicos adicionales 
como neuropatía, signos piramidales y extrapiramidales, oftalmoplejia, deterioro 
cognitivo y retinopatía (Hersheson y cols., 2012).  
Las ataxias hereditarias son producidas por mutaciones en distintos genes así como 
mutaciones en el mismo gen pudiendo resultar fenotipos muy distintos. Las más 
frecuentes están causadas por un rango de repeticiones de expansiones polinucleotídicas 
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(trinucleótidos, pentanucleótidos y hexanucleótidos) aunque también haya casos de 
mutaciones, duplicaciones y delecciones puntuales (Sailer y Houlden, 2012). Una 
característica interesante de la etiología genética de muchos tipos de ataxia es la 
anticipación genética, cuando la causa de la enfermedad es una expansión de una 
repetición de  ADN, cuanto mayor es la longitud de la repetición, disminuye la edad de 
inicio del trastorno a través de las generaciones.  
 
Clasificación según su modo de herencia (Manto y Marmolino, 2009a, b). 
 Ligadas al cromosoma X. 
 El Síndrome de temblor y ataxia asociado al síndrome del cromosoma X frágil es 
 la representación de este grupo. El  trastorno comienza antes de los 50 años y  los 
 pacientes muestran una combinación de temblor cinético, ataxia de la marcha, 
 polineuropatía y problemas cognitivos. La mutación (expansión del 
 trinucleotido GGG) que origina el síndrome, afecta a una región del cromosoma X 
 en el que se sitúa la región reguladora del gen FMR-1,  produciendo la metilación 
 del gen y, perdiendo su función. El producto de este gen, la proteína fmr1, 
 presenta la capacidad de unirse a determinados ARN mensajeros a pesar de que su 
 función es aún poco conocida.  
 Herencia mitocondrial. 
 Son enfermedades asociadas a irregularidades en el metabolismo energético 
 mitocondrial, mayormente en la fosforilación oxidativa. La función mitocondrial  
 está regulada por un doble sistema genético, el mitocondrial y el nuclear. Las 
 mutaciones de ADN mitocondrial pueden mimetizar las características de los otros 
 patrones de herencia debido a la heteroplasmia y al efecto umbral. La 
 manifestación  dominante es la ataxia, por ello se incluyen dentro de la 
 clasificación de ataxias hereditarias pero con un patrón de herencia distinto. 
 Autosómicas dominantes. 
Incluyen las ataxias espinocerebelosas (SCAs) y ataxias episódicas. Pertenecen a un 
grupo de trastornos poliglutamínicos, aunque hay casos de mutaciones puntuales 
o no identificadas. Los trastornos poliglutamínicos se producen cuando una 
proteína asociada a la enfermedad (Ej: ataxina) contiene una repetición del 
trinucleotido CAG, que codifica para la glutamina. La edad de aparición surge entre 
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la tercera y cuarta década de vida aunque puede variar. Se estima que existen 
unos 42 tipos de ataxias dominantes. 
 Autosómicas recesivas. 
Grupo heterogéneo causado por mutaciones en distintos genes. Estos genes 
 tienen un tamaño grande y la mutación puede aparecer en distintos lugares. 
 Esto hace su diagnosis más difícil y costosa. Generalmente también involucran al 
 sistema nervioso periférico. Su aparición comienza antes de los 20 años pero 
 también hay descritas edades de aparición más tardías. Se estima que existen unos 
32 tipos de ataxias recesivas. 
 
1.4. Ataxia de Friedreich. 
La ataxia de Friedreich es la forma más común de ataxia hereditaria. Su prevalencia se ha 
estimado en distintas poblaciones de Europa entre 1:20.000 y 1:125.000 siendo la 
prevalencia del portador entre 1:60 y 1:110 (Parkinson y cols., 2013). 
Sigue un patrón de herencia autosómico recesivo y está causada por una mutación en el 
gen de la frataxina (FXN) causado por una expansión del triplete GAA  en el intrón 1 
(Campuzano y cols., 1996), lo cual origina una reducción en la expresión de la FXN en los 
tejidos más afectados por la enfermedad. 
Desde que fue descrita por el Dr. Nikolaus Friedreich en 1863, el síndrome atáxico que 
lleva su nombre ha ido añadiendo nuevos síntomas al fenotipo clínico clásico. 
 
1.4.1. Cuadro clínico. 
La edad de aparición se inicia sobre los 20 años o la pubertad. Los síntomas 
característicos establecidos incluyen manifestaciones neurológicas, cardiacas, 
endocrinológicas y esqueléticas. 
En el fenotipo clásico las características otorgadas a daños neurológicos son: ataxia de la 
marcha, falta de reflejos en los miembros inferiores, disartria,  debilidad piramidal, 
anormalidades en el movimiento ocular, neuropatía auditoria y casos en los que aparece 
temblor cinético, fatiga y depresión. 
Las características no neurológicas incluyen cardiomiopatía hipertrófica (40 % casos), 
diabetes y malformaciones esqueléticas como escoliosis y pie cavo (Harding y Hewer, 
1983; Marmolino, 2011; Farreras-Rozman, 2012; Parkinson y cols., 2013). 
   Introducción
    
   
 
28 
1.4.2. Anatomía Patológica. 
La neuropatología de la AF engloba degeneración en la médula espinal, cerebelo, ganglios 
de la raíz dorsal, y núcleos vestibulares (Delatycki y Corben, 2012). El corazón suele estar 
agrandado y muestra miocardiopatía intersticial con necrosis o degeneración granular de 
unas fibras, e hipertrofia de otras (Pandolfo y Pastore, 2009; Koeppen, 2011; Farreras-
Rozman, 2012). 
Las alteraciones histológicas de esta neuropatología se observan inicialmente en los 
ganglios de la raíz dorsal, mientras que el cerebelo y el tronco del encéfalo muestran una 
apariencia normal. A medida que avanza la degeneración, aparece atrofia en el vermis 
anterior y en la médula oblongada (Parkinson y cols., 2013). 
Como consecuencia de la degeneración neuronal en los ganglios de la raíz dorsal, estos 
son proporcionalmente mas pequeños, y las raíces dorsales son mas estrechas debido a la 
pérdida de los axones de estas neuronas. Estas alteraciones a su vez originan 
neurodegeneración en la columna de Clarke, y consecuentemente la desmielinización de 
los tractos espinocerebelosos anterior y posterior. La atrofia de las raíces dorsales 
también ocasiona pérdida de fibras en las columnas dorsales, provocando una 
disminución del calibre de la médula, en particular en la región torácica. En fases más 
avanzadas de la enfermedad se  observa degeneración neuronal en el núcleo dentado y 
de sus fibras eferentes, lo que causa una atrofia del pedúnculo cerebelar superior. 
También se ha referido una pérdida de algunas neuronas piramidales del área motora 
cortical, lo que provoca una importante reducción en el número de fibras del tracto 
corticoespinal (Koeppen, 2011; Koeppen y cols., 2011). 
Otras alteraciones que se observan en los pacientes de AF son la desmielinización de las 
raíces de los nervios glosofaríngeo y neumogástrico y  atrofia parcial de los núcleos 
vestibulares, núcleo rojo, el globo pálido y el tálamo óptico(Farreras-Rozman, 2012). 
 
Estudios en individuos con AF muestran los tres rasgos bioquímicos que caracterizan la 
patofisiología: 1) depósitos de hierro intracelular (Lamarche y cols., 1980), 2) déficit en el 
cluster Fe-S mitocondrial presente en enzimas (aconitasa y complejos de la cadena 
respiratoria I-III) (Rotig y cols., 1997) y 3) la presencia de marcadores de daño oxidativo en 
sangre y orina (Emond y cols., 2000; Schulz y cols., 2000; Bradley y cols., 2004). 
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1.4.3 Frataxina. 
La frataxina (FXN) es una proteína que se localiza en la mitocondria aunque su función no 
está todavía bien determinada. Como se demuestra en los ratones knock-out, la ausencia 
completa de FXN conlleva a una letalidad embrionaria (Cossee y cols., 2000).  
Aunque su función todavía se debate, hay un consenso en su papel en la biogénesis de los 
clusters Fe-S en la mitocondria (Tsai y Barondeau, 2010). Los clusters Fe-S son cofactores 
esenciales para distintas enzimas (Rouault y Tong, 2008). El déficit de FXN origina 
desajustes en la actividad de estas enzimas, altera el metabolismo de Fe celular con 
acumulación en la mitocondria, disminuye la producción de energía mitocondrial y 
aumenta el estrés oxidativo (Babcock y cols., 1997; Rotig y cols., 1997; Bulteau y cols., 
2004; González-Cabo y Palau, 2013). 
El gen mutado en la AF que codifica para FXN, fue mapeado en el cromosoma 9, 
concretamente en la región 9q13 (Chamberlain y cols., 1988; Campuzano y cols., 1996; 
Campuzano y cols., 1997; Koutnikova y cols., 1997). 
La mayoría de los pacientes con AF portan la expansión inestable de una repetición de un 
trinucleotido (GAA) en ambos alelos dentro del primer intrón del gen FXN. Raramente 
algunos pacientes (4%) tienen la expansión solo en un alelo y una mutación de pérdida de 
función en el otro (Campuzano y cols., 1996; Cossee y cols., 2000). Los cromosomas 
normales contienen unas 40 repeticiones GAA mientras que los alelos asociados a la 
enfermedad contienen de 100-1000 repeticiones (la mayoría entre 600-900). Esta 
expansión causa el silenciamiento transcripcional de FXN a través de un mecanismo de 
heterocromatinización originado por cambios epigenéticos. Como consecuencia, las 
células expresan FXN estructural y funcionalmente normal pero a unos niveles de un 5-
30% respecto a los valores normales (Campuzano y cols., 1996; Gottesfeld, 2007; 
Schmucker y Puccio, 2010; Pandolfo y Hausmann, 2013). 
 
1.5. Tratamientos actuales. 
Distintos grupos de estudio de todo el mundo, han desarrollado y validado, diversas 
escalas de calificación de ataxia para definir con rigor la naturaleza de estas 
enfermedades, sentando así las bases para conseguir un buen diseño de los 
estudios clínicos (Schmitz-Hubsch y cols., 2010).  
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En la actualidad, el tratamiento farmacológico de las enfermedades cerebelosas tiene una 
eficacia limitada, y por lo tanto el tratamiento etiológico es principalmente sintomático y 
de apoyo (Fig.5). 
Entre las recomendaciones generales están el tratamiento logopédico para la disartria y 
disfagia manteniendo así la capacidad comunicativa y la prevención de neumonía por 
aspiración, así como una fisioterapia regular ya que la ataxia mejora con el entrenamiento 
diario de la postura y la marcha autónoma (Marmolino y Manto, 2010). 
 
SINTOMA TRATAMIENTO 
NISTAGMO Gabapentina/baclofeno, clonazepam y memantina. 
TEMBLOR Primidona, agentes betabloqueantes adrenérgicos y benzodiazepinas. 
ESPASTICIDAD Baclofeno/tizanidina, benzodiazepinas y fármacos dopaminérgicos 
DISTONIA Difenhidramida o biperideno. 
MIOCLONIA Benzodiazepinas, piracetam o valproato sódico 
CALAMBRES Magnesio, quinina o mexiletina 
SINTOMAS PARKINSONIANOS Levodopa o agonistas dopaminérgicos. 
 
Figura 5.- Tratamientos farmacológicos empleados en la sintomatología de las distintas ataxias (Marmolino 
y Manto, 2010).  
 
La AF es el trastorno más estudiado, y el conocimiento de la localización de la mutación 
genética así como la proteína afectada, han permitido el desarrollo de terapias 
encaminadas a mejorar estos defectos y las consecuencias generadas por ellos.  
Como conclusión de los ensayos realizados, ninguna de las drogas utilizadas, incluyendo la 
Idebenona, tienen efectos beneficiosos en los síntomas neurológicos de los pacientes 
(Kearney y cols., 2009) aunque los nuevos ensayos con moléculas antioxidantes parecen 
tener efectos prometedores. 
El resumen de los ensayos actuales proporcionados por FARA (Friedreich’s Ataxia 
Research Alliance) en diciembre de 2013 parecen enfocar las terapias en 4 bloques: 
 
1) Encaminadas a disminuir el estrés oxidativo y/o mejorar la función mitocondrial. 
o El antioxidante Idebenona es el compuesto más utilizado en el tratamiento de la 
AF. La molécula de la idebenona es una cadena corta análoga a la coenzima Q 
(CoQ) que reduce la peroxidación de lípidos y lleva electrones desde los complejos 
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I y II al III (Meier y Buyse, 2009). La idebenona se ha utilizado en distintos ensayos 
clínicos y aunque pueda otorgar ciertos beneficios a la función cardiaca, no 
presenta los efectos neurológicos deseados en los pacientes, aunque se sigue 
investigando su utilización tanto en combinación con otros compuestos, como su 
comercialización básica en forma de complemento alimenticio (Rustin y cols., 
1999; Mariotti y cols., 2003; Pineda y cols., 2008; Kearney y cols., 2009; Lynch y 
cols., 2010). 
o α-tocofenol quinona (EPI-A001 y EPI 743): Mejoran la función mitocondrial. 
o ácido indol-3-propionico (OX1): Previene el estrés oxidativo combinando la 
captación de radicales y la quelación de metales. 
o Deferiprona: Puede redistribuir y eliminar la sobrecarga de Fe ya que es un 
quelante, pero los ensayos no han mostrado los beneficios deseados con efectos 
muy modestos (Boddaert y cols., 2007; Sohn y cols., 2008). 
En estado preclínico se están probando los inactivadotes de radicales en mitocondrias 
(MRQs) y la estabilización de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs). 
 
2) Encaminadas al control de la modulación de las vías metabólicas de la FXN. 
o Pioglitazona: Medicamento utilizado en diabetes que induce la expresión de 
enzimas involucradas en el metabolismo mitocondrial (Babady y cols., 2007). 
En estado preclínico se opta por el enfoque nutricional ya que ciertos compuestos pueden 
activar a PGC1α (proteína que recluta y controla la expresión de genes involucrados en el 
metabolismo energético), que se encuentra disminuida en la AF. 
 
3) Encaminados  a la estabilización, potenciación y reemplazo de la FXN. 
o Eritropoyetina (EPO): Parece aumentar los niveles de FXN en modelos celulares sin 
incrementar la transcripción génica (Boesch y cols., 2008; Sacca y cols., 2011). 
En estado preclínico se buscan compuestos miméticos de EPO para paliar los efectos 
secundarios en la hematopoyesis y crecimiento tumoral. 
También se encuentra en experimentación el desarrollo de proteínas fusionadas TAT 
(Transactivadoras de la Transcripcion) que contienen una secuencia diana mitocondrial 
que se puede traslocar a través de las membranas mitocondriales (Del Gaizo y Payne, 
2003). En el caso de la AF se está desarrollando la fusión proteica TAT- FXN humana. 
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4) Encaminadas a aumentar la expresión de genes implicados en la AF. 
o Inhibidores de histona deacetilada (HDACi): Para revertir el silenciamiento de la 
heterocromatina en una conformación activa (Soragni y cols., 2012). 
o Nicotinamida (vitamina B3): Ofrece un aumento potencial de la expresión génica 
de FXN. 
o Interferon γ  (Tomassini y cols., 2012). 
 
Entre las estrategias emergentes hay enfoques innovadores que están siendo investigados 
en el área preclínica y en algunos casos a nivel clínico para la AF. 
Entre ellas, encontramos como ejemplos el uso de ARN de interferencia (ARNi) con el 
objetivo de inhibir la expresión de proteínas poliglutamínicas mutadas, la prevención del 
mal plegamiento de proteínas y la agregación por sobreexpresión de chaperonas. 
La terapia génica también se considera experimentalmente. La entrega de proteínas o 
compuestos por vectores virales en el cerebelo representa un enfoque terapéutico 
génico, pudiéndose utilizar para la administración génica dirigida al cerebelo in vivo 
(Louboutin y cols., 2010).  
 
También cabe destacar el uso potencial de los factores neurotróficos. Estos compuestos 
aumentan la supervivencia y diferenciación de determinados tipos neuronales, y son 
considerados agentes terapéuticos muy prometedores en el tratamiento de las 
enfermedades neurodegenerativas (Fernandez-Espejo, 2004). Se ha notificado una 
disminución en el suero de pacientes y pérdida a la sensibilidad del factor de crecimiento 
insulínico tipo I (IGF-I) en distintos tipos de ataxia, lo que sugiere que la neuroprotección 
observada in vivo podría ser utilizada para detener la neurodegeneración cerebelosa 
(Fernandez y cols., 2005b; Leinninger y Feldman, 2005).  
 
Por último, se discute sobre la terapia de reemplazo neuronal. Esta se basa en la mejora 
de las funciones neurológicas perdidas mediante la introducción o implante de nuevas 
células. Esta terapia, potencialmente eficaz, se encuentra todavía en las primeras etapas 
experimentales. La reprogramación de células somáticas humanas a partir de tejidos 
accesibles como piel y sangre (Saha y Jaenisch, 2009; Erceg y cols., 2010; Tenzen y cols., 
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2010), representan un punto de partida idóneo para el desarrollo de terapias eficientes en 
la ataxia cerebelosa, por su capacidad para regenerar tejido nervioso, pero requiere su 
adecuación a la enfermedad. 
 
1.6. Modelo experimental de ataxia cerebelosa inducido por la neurotoxina 3-
acetilpiridina. 
La neurotoxina 3-acetilpiridina (3-AP) es un antagonista competitivo de la nicotinamida 
que induce una lesión selectiva de las neuronas de la oliva inferior en la rata. Como 
consecuencia de la destrucción de este núcleo del tronco del encéfalo, se produce un 
descenso significativo en diversos marcadores de la función olivo-cerebelosa, y los 
animales desarrollan ataxia y pierden el equilibrio (Desclin y Escubi, 1974; Balaban, 1985; 
Torres-Aleman y cols., 1991; Fernandez y cols., 1998). El mecanismo de acción de esta 
neurotoxicidad tan selectiva todavía es objeto de estudio.  
La oliva inferior, localizada en la región ventral de la medula caudal, está compuesta por 
tres subnúcleos: oliva accesoria medial (OAM), oliva accesoria dorsal (OAD) y oliva 
principal (OP). Las neuronas de cada subnúcleo, reciben información de regiones 
específicas del sistema nervioso central y sus axones proyectan a regiones específicas de 
la corteza cerebelosa (Fig.6). Es decir, que a lo largo de los distintos subnúcleos de la oliva 
inferior se crea una distribución topográficamente organizada de las aferencias y 
correspondientes eferencias.  
Además de la gran afluencia de señales y su compartimentalización, la oliva tiene una gran 
importancia en el funcionamiento del cerebelo, ya que sus axones terminan como fibras 
trepadoras que envían señales glutamatérgicas excitatorias a la corteza del cerebelo, 
concretamente a las CP. 
Como consecuencia, el sistema olivocerebeloso constituye un lugar de integración de 
señales sensoriales y motoras del sistema nervioso. Además, parece implicado, no sólo en 
el control de los movimientos simples, sino también en la coordinación y precisión de 
comportamientos motores más complejos (Ausim Azizi, 2007; Jacobson y cols., 2008). 
La falta de funcionalidad de la oliva inferior por degeneración neuronal masiva origina una 
alteración en el comportamiento motor similar a una cerebeloctomia. La reducción de 
estas neuronas da lugar a una disminución en número y alteración morfológica de las 
fibras trepadoras que llegan al cerebelo, así como un descenso significativo en los 
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indicadores de la función cerebelosa (calbindina, glutamato, GLUR1 y GABA) (Fernandez 
AM 1998). Como consecuencia se provoca una ataxia permanente en la rata.  
La ablación química de la oliva inferior ocasionada por la neurotoxina 3-AP, es una modelo 
animal de ataxia cerebelosa aceptado por la comunidad científica, para el estudio de la 
degeneración olivo-cerebelosa humana(Butterworth, 1992). 
 
Figura 6.- Representación de 3 niveles coronales de la oliva inferior obtenidos en sentido postero-anterior. 
Cada color define un subnúcleo de la oliva, asociada a sus correspondientes aferencias y eferencias. Cada 
una de estas regiones de la oliva tiene funciones específicas. Modificado de Ausim Azizi   2007 (Ausim Azizi, 
2007). 
 
1.7. Modelos experimentales genéticos de ataxia. 
A continuación se describen diversos modelos animales que presentan degeneración de 
neuronas implicadas en el control motor.  
o Raton mutante PCD (Purkinje Cell Degeneration) 
La mutación pcd apareció espontáneamente en la estirpe C57br/cdJ en los 
laboratorios Jackson. Posteriormente se transfirió a la estirpe C57BL/6J localizándose 
en el cromosoma 13 del ratón y se define como autosómica recesiva. Sufre una 
degeneración selectiva y progresiva postnatal de las CP, y la capa granular también 
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parece afectada. Los mutantes de avanzada edad muestran además degeneración en 
la retina y bulbo olfatorio (Mullen y cols., 1976).  
o Ratón mutante lurcher. 
Descrito en 1960 por R.J.S. Philips, se origina a partir de una mutación espontánea 
autosómica dominante caracterizada por una ataxia tambaleante, debida a la 
degeneración selectiva postnatal de las CP así como de la mayoría de sus aferencias, 
tanto de las neuronas de la capa granulosa como de las neuronas de la oliva. La causa 
de esta degeneración se debe a la mutación del receptor de glutamato δ2. Los 
animales homocigotos mueren al nacer mientras los heterocigotos son viables 
mostrando anormalidades en las CP a los 4 días de nacimiento (Vogel y cols., 2007). 
o Ratón mutante weaver. 
Este modelo presenta hipoplasia cerebelosa. Muestran un modo de andar desigual, 
serpenteante, ataxia, hiperactividad locomotora leve y, ocasionalmente, convulsiones 
tónico-clónicas. Las áreas del cerebro más afectadas son: La corteza cerebelosa, donde 
las neuronas de la capa granulosa mueren poco después del nacimiento y la sustancia 
negra en la que las neuronas dopaminérgicas se encuentran gravemente diezmadas 
(Harkins y Fox, 2002). 
 
Desde hace 15 años, cuando se descubrió la relación entre AF y FXN se han generado 
modelos animales que han ayudado a entender la función de la FXN, la patofisiología de la 
enfermedad y algunos de los mecanismos implicados en el silenciamiento e inestabilidad 
de la repetición del trinucleótido GAA. 
Debido a la alta conservación evolutiva de la FXN, se ha estudiado en distintos organismos 
la generación de distintos modelos experimentales, siendo el ratón y las células de 
mamífero los mejores candidatos por su respuesta a la patofisiología de la enfermedad y 
la complejidad del fenotipo clínico (Martelli y cols., 2012). 
En primer lugar, se intentó crear un ratón knock out para la FXN pero no era viable 
(Cossee y cols., 2000). 
Los primeros modelos viables se utilizaron siguiendo los avances del sistema de 
recombinación Cre-Lox eliminando el exón 4 de la FXN de un alelo condicional. 
Se obtuvieron modelos cardiacos (MCK-Cre) (Puccio y cols., 2001), y neuronales (PrP-
CreERT) (Simon y cols., 2004), que reproducían algunas de las características principales 
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de la enfermedad como hipertrofia cardiomiopática  y ataxia progresiva espinocerebelar y 
sensorial. 
A pesar de que los modelos condicionales son buenas herramientas para reproducir la 
enfermedad en corazón, sistema nervioso y para probar distintos avances terapéuticos, 
no mimetizan la enfermedad humana. En los pacientes con AF, la presencia de la 
expansión GAA en al menos uno de los alelos del gen de la frataxina, produce una baja 
síntesis de la FXN con estructura normal (Campuzano y cols., 1996). Por lo que, la 
progresión de la enfermedad resulta de la presencia de una pequeña cantidad de FXN a lo 
largo de la vida, más que un completo déficit de ella durante un intervalo de tiempo, que 
es lo que sucede en el mutante condicionado. 
 
Por ello, se empezaron a desarrollar los modelos murinos basados en la repetición del 
trinucleotido GAA  para revelar los mecanismos moleculares y celulares asociados con el 
silenciamiento del gen de la FXN, así como para poder evaluar la acción terapéutica de 
drogas candidatas a paliar este proceso. 
Estos modelos se obtienen usando un enfoque knock in basado en la recombinación 
homóloga o un enfoque transgénico con genoma humano y cromosoma artificial de 
levadura (YAC). 
o KIKO: knock in knock out heterocigoto. Expresa un nivel  de un 25-35% de la FXN 
comparado con el wild type. No hay más fenotipo observable en el KIKO, 
sugiriendo que la disminución transcripcional no alcanza el umbral crítico de FXN 
necesario para inducir la patología (Miranda y cols., 2002).   
o KIKI: Doble knock in homocigoto con 230 repeticiones GAA. Tiene una disminución 
de un 25% en la expresión de FXN. No hay más fenotipo observable aunque si 
presenta marcadores de heterocromatina en el tramo GAA (Miranda y cols., 2002). 
El análisis del transcriptoma de KIKI y KIKO revela modificaciones transcripcionales 
significativas comparados con los controles, estas implican una desregulación 
transcripcional en la ruta PPARγ (expresión de PGC1α) en muestras de hígado y músculo 
(Coppola y cols., 2009). A día de hoy aún no se conoce en toda su extensión la relación 
entre la deficiencia de FXN y el control metabólico. 
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o Fxn tm1Mkn/ Tg(FXN)YG8Pook (YG8R): Ratón transgénico en el que el cromosoma 
artificial de levadura (YAC) contiene el locus humano completo de la FXN con la 
expansión GAA y se ha eliminado la FXN endógena de ratón. Muestra una ataxia 
progresiva con afectación de los ganglios de la raíz dorsal (neurodegeneración y 
aparición de grandes vacuolas). Presenta disminución en la expresión de FXN 
humana con marcadores de heterocromatina en el tramo GAA, un empeoramiento 
en la coordinación motora así como disminución de la actividad aconitasa en el 
cerebelo. Además, se ha constatado la  acumulación de hierro mitocondrial y 
signos de peroxidación lipídica que sugieren la formación de especies reactivas de 
oxígeno, aunque este modelo no muestra una disfunción cardiaca severa (Al-
Mahdawi y cols., 2006). 
 
Generar un modelo adecuado es complejo, las mayores dificultades están en la longitud 
de la expansión GAA necesaria para inducir la enfermedad, así como el locus de 
integración genómica y la inestabilidad intrínseca del trinucleótido GAA, que puede 
resultar en una contracción o elongación de la expansión. 
Tanto KIKI como YG8R son herramientas útiles para estudiar los mecanismos implicados 
en el silenciamiento GAA y la inestabilidad somática GAA. 
Actualmente, para obtener nuevos modelos con un fenotipo más severo se está 
intentando aumentar el tamaño de la expansión GAA dentro del transgén humano de FXN 
(Martelli y cols., 2012). 
 
 
2. TRATAMIENTO CON FACTORES TRÓFICOS EN ATAXIA. 
Los factores tróficos son unas moleculas, generalmente de tipo proteico, que se han 
descrito en función del  tejido o área donde se producen y ejercen su acción a nivel local. 
Intervienen en todo tipo de funciones celulares, su papel ha sido muy estudiado en las 
fases iniciales del desarrollo donde participan en todos los procesos involucrados en la 
formación de un individuo adulto (proliferacion celular, migracion). En el organismo 
adulto cumplen igualmente funciones en la división celular, diferenciación y homeostasis. 
El termino para definir esta multiplicidad de acciones biológicas es pleiotropismo. 
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En el sistema nervioso desempeñan un papel importante durante el desarrollo 
embrionario afectando al crecimiento, la diferenciación y la supervivencia de las neuronas 
(Feldman y cols., 1997). La expresión continuada de estos factores y sus receptores tras el 
desarrollo proporcionó pruebas afirmativas de su participación en el mantenimiento, 
conectividad y función de la estructura cerebral madura (Jelsma y Aguayo, 1994). Se ha 
propuesto un posible papel terapéutico tras el daño en el cerebro, medula o nervios 
periféricos (Connor y Dragunow, 1998). Estos factores pueden actuar como : 1) Agentes 
neuroprotectores sobre determinadas poblaciones neuronales que están afectadas de 
manera selectiva en las enfermedades neurodegenerativas y 2) Moléculas protectoras 
frente al daño celular citotóxico. 
Debido a estas  propiedades, estos factores pueden ser beneficiosos en el tratamiento de 
las ataxias cerebelosas, y de hecho ya se han realizado estudios con algunos de ellos tal y 
como se detalla a continuación. 
  
2.1. Factor neurotrófico derivado de líneas celulares gliales (GDNF). 
Miembro de la familia del TGF-β (Factor de crecimiento transformante β), es un factor 
trófico para distintas poblaciones neuronales implicadas en el control motor. 
Promueve la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas en la substancia nigra y de sus 
proyecciones hacia el estriado en estudios de neurotoxicidad con 6-hidroxidopamina 
(Rosenblad y cols., 1999). Esta descrito que ejerce una acción neuroprotectora sobre las 
neuronas motoras en un modelo transgénico de esclerosis lateral amiotrófica (Manabe y 
cols., 2003) y en las neuronas cerebelosas en un modelo  de toxicidad con etanol 
(McAlhany y cols., 1997) sugiriendo que el GDNF afecta a distintos tipos de neuronas del 
sistema motor. 
Las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo ventral en el ratón atáxico mutante 
weaver,  aumentan su supervivencia tras una simple inyección de GDNF (Broome y cols., 
1999). La infusión crónica intraventricular del factor también aumenta la supervivencia de 
las CP en un modelo de ataxia en rata (Tolbert y Clark, 2003). En este último estudio, el 
efecto neuroprotector solo se observó durante el tiempo de infusión, sin que presentara 
un efecto permanente.  
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Las CP no expresan GDNF ni sus receptores aunque estructuras adyacentes a ellas si 
poseen el complejo receptor (Trupp y cols., 1997). Así que el efecto neuroprotector de 
GDNF sobre las CP debe estar mediado por otras neuronas intracerebelosas. 
En un modelo de ratón mutante atáxico, el tratamiento conjunto con IGF-1 y GDNF 
también es capaz de promover la supervivencia de las CP. Esta acción protectora podría 
estar mediada por las fibras trepadoras ya que la ablación química de la oliva inferior 
previa al tratamiento impide este efecto neuroprotector sobre las CP (Hess y cols., 2003). 
 
2.2. Factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-I). 
Es el miembro neurotrófico más conocido de la familia de factores de crecimiento 
insulínicos. Mientras su importancia fisiológica en el tejido nervioso todavía es objeto de 
estudio, la manipulación genética con animales de laboratorio ha mostrado que tiene un 
papel importante durante el desarrollo cerebral (Pulford y cols., 1999; Aberg y cols., 
2000). Durante el desarrollo, tanto las células de la glía como las neuronas expresan IGF-I 
y su receptor, siendo el cerebelo una de las áreas que presentan mayor contenido de IGF-I 
durante el desarrollo, en particular las CP (Ye y cols., 1996).  
Poco después del nacimiento, la síntesis de IGF-I comienza a decrecer en todas las áreas 
cerebrales y las células de la glía dejan de sintetizarlo (Fernandez y Torres-Aleman, 2012). 
Dado que el IGF-I circulante cruza la barrera hematoencefálica (Zoghbi, 2000), se ha 
analizado la contribución IGF-I del suero a la fisiología del cerebro, concluyendo que es 
una hormona fisiológicamente neuroprotectora que modula la neurogénesis (Carro y 
cols., 2000), la excitabilidad neuronal y varios procesos de neuroprotección (Peretz y cols., 
2001). Así el IGF-I no está considerado un agente específico protector del cerebelo sino 
que afecta a muchos tipos neuronales del cerebro. 
Se han encontrado disminuciones en el IGF-I circulante y cerebelar en modelos animales 
de ataxia cerebelosa (Chen y cols., 2003; Zhang y Yee, 2004) así como en el suero de 
pacientes atáxicos (Torres-Aleman y cols., 1996; Backeljauw y Underwood, 2001; 
Giovannucci, 2003). Esto es curioso ya que la mayor parte de IGF-I circulante se sintetiza 
en el hígado, un órgano que parece no tener asociación con la ataxia (Lai y cols., 1997). 
Una posible explicación es que las neuronas del cerebelo requieran IGF-I (Aberg y cols., 
2000), de forma que cuando estas neuronas se dañan, se activa un sistema 
neuroprotector que facilita la acumulación de IGF-I así como un aumento en la expresión 
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de sus receptores en las zonas dañadas (Giovannucci, 2003) llevando al agotamiento a las 
células productoras de IGF-I. Como explicación alternativa se ha propuesto que las 
neuronas dañadas, a través de señales desconocidas influyen de forma indirecta sobre la 
producción de IGF-I, por ejemplo, del hígado. De hecho, las citoquinas proinflamatorias 
inhiben la producción de IGF-I en el hígado lo que podría provocar un daño neuronal 
exacerbado (Rustin, 2003). Ello ha permitido sugerir que la disminución de IGF-I en el 
cerebro de los pacientes atáxicos es un efecto secundario de la cascada de muerte 
neuronal desencadenada por mecanismos patogénicos específicos de la enfermedad. 
El tratamiento con IGF-I ha sido efectivo en modelos de ataxia cerebelosa (Fernandez y 
cols., 1998; Perlman, 2000; Peretz y cols., 2001) y esto, junto con la observación de los 
niveles alterados de IGF-I en distintos tipos de ataxia, implica que este factor puede ser un 
buen candidato para su aplicación terapéutica en este grupo de enfermedades, aunque 
un aspecto importante que necesita mayor estudio es la dosis y la vía de administración. 
El mayor obstáculo en el desarrollo de la terapia es eliminar la relación entre IGF-I y el 
riesgo de cáncer (Beck y cols., 1995). Aunque algunos estudios han mostrado que la 
administración prolongada de IGF-I es segura (Werther y cols., 1990), el que sea un 
potente factor de crecimiento anti-apoptótico indica que podría aumentar el riesgo de 
generar tumores (Torres-Aleman, 2000). El prometedor papel del IGF-I en el tratamiento 
de las ataxias cerebelosas se basa en los efectos beneficiosos que tiene en los tejidos que 
suelen estar asociados a las ataxias. En conclusión, a pesar de las pruebas preclínicas y los 
ensayos que indican que a dosis de 50-100 µg/kg/día no muestran efectos deletéreos es 
necesario el diseño de buenos ensayos clínicos para los distintos tipos de ataxia. 
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3. FACTOR DE CRECIMIENTO DEL HÍGADO (LGF). 
 
El hígado es uno de los órganos con mayor capacidad de regeneración. Entre los diversos 
mecanismos que se han propuesto a la hora de explicar esta gran capacidad de 
regeneración del hígado, destaca la presencia de uno o varios tipos de factores tróficos en 
el suero de animales con hepatectomía parcial, siendo los responsables de las tasas de 
proliferación celular hepática observadas.  
El factor de crecimiento de hígado (LGF) es un mitógeno hepático purificado hace algunos 
años por el grupo de investigación del Dr. Díaz-Gil del Hospital Universitario Puerta de 
Hierro de Madrid (Diaz-Gil y cols., 1986a; Diaz-Gil y cols., 1986b; Diaz-Gil y cols., 1987). En 
1986, estos autores observaron un componente endógeno con actividad mitogénica sobre 
los hepatocitos, que más tarde fue caracterizado como una biliproteína. Consiguieron 
purificar del plasma procedente de ratas parcialmente hepatomizadas una molécula de 64 
KDa, que inyectada en ratones fue capaz de estimular la síntesis de ADN en el hígado y de 
incrementar el índice mitótico de los hepatocitos. Además, la administración de esta 
molécula purificada, en cultivos primarios de células hepáticas de rata, promovió la 
síntesis de ADN, la actividad del sistema A de transporte de aminoácidos e incrementó la 
captación de 22Na+ .  
La concentración de LGF es prácticamente indetectable en el suero de rata y humano de 
individuos sanos, pero incrementa significativamente en procesos de daño hepático (Diaz-
Gil y cols., 1988; Diaz-Gil y cols., 1989). El LGF purificado a partir de suero de humanos con 
hepatitis tipo B muestra características casi idénticas al obtenido a partir de suero de ratas 
(Diaz-Gil y cols., 1989).   
 
3.1. Naturaleza química del LGF. 
La estructura química del LGF fue caracterizada y definida como un complejo albúmina 
bilirrubina (biliproteina). Para ello realizaron distintos estudios de espectros de absorción, 
fluorescencia, dicroísmo celular, mapas trípticos, composición de aminoácidos, movilidad 
electroforética, formación de complejos albúmina-bilirrubina in vitro, estudio de la 
actividad biológica tanto in vivo, como in vitro e identificación por HPLC (Diaz-Gil y cols., 
1987). 
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 Para demostrar que el LGF era un complejo seroalbúmina-bilirrubina, sintetizaron in vitro 
complejos albúmina-bilirrubina y demostraron que cuando se incubaba bilirrubina con 
albúmina se formaba un complejo que ejercía la actividad biológica característica del LGF. 
En cambio, la albúmina o la bilirrubina por sí mismas no presentaban actividad mitótica en 
el hígado de ratones al ser administradas de manera independiente (Diaz-Gil y cols., 
1987). La aparición de actividad biológica del complejo albúmina-bilirrubina parece ligada 
a un cambio conformacional en la albúmina provocada por el enlace covalente de la 
bilirrubina  (Diaz-Gil y cols., 1988).  
 
3.2. Efectos biológicos del LGF. 
El efecto más característico de este factor es el de actuar como un mitógeno hepático. 
Cuando el LGF es inyectado a ratas o ratones sanos tiene actividad in vivo como factor de 
crecimiento, incrementando la síntesis de ADN en los hepatocitos del hígado, el peso seco 
del hígado y el número de células positivas para el antígeno nuclear de proliferación 
celular (PCNA). Como consecuencia, se origina una hiperplasia transitoria sin que se 
detecten efectos agresivos, ni inmediatos ni permanentes, es decir, sin producción de 
fibrosis, amiloides, ni lesiones mitocondriales o nucleares (Diaz Gil y cols., 1994). 
La acción del LGF a largo plazo no parece alterar la homeostasis, puesto que un año 
después de la inyección de LGF, el hígado, el páncreas, los riñones y el bazo no muestran 
signos de degeneración o de fibrosis  (Diaz Gil y cols., 1994). 
El LGF es capaz de estimular la regeneración del hígado dañado por diversas 
hepatotoxinas (Diaz-Gil y cols., 1999). En un modelo de cirrosis por tetracloruro de 
carbono, la inyección del LGF  una vez establecido el daño, fue capaz de disminuir la 
fibrosis, produciendo una reestructuración sustancial del parénquima hepático 
consistente en la mejora de la inflamación y de la necrosis, el aumento de  la 
funcionalidad hepática y  la recuperación de diversas funciones hemodinámicas (presión 
portal, presión arterial, y resistencia vascular sistémica), así como la reducción de la 
ascitis. En otro modelo de cirrosis-fibrosis por ligadura del conducto biliar en ratas, la 
inyección del LGF en diferentes estadíos del daño hepático originó una disminución 
sustancial de la fibrosis y cirrosis y una mejora funcional del hígado en diversos tests (Diaz-
Gil y cols., 2008, 2009). Asímismo, se mostró que  la actividad antifibrótica del LGF puede 
ser debida a la modulación del estado de la actividad de las células estrelladas hepáticas y 
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de los miofibroblastos (Diaz-Gil y cols., 2009) y a la inhibición de la síntesis de 
determinados mediadores fibrogénicos tales como el factor transformante de crecimiento 
β1 (TGF-β1) y las metaloproteasas de la matriz 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9) (Diaz-Gil y cols., 
2008). 
 
También se ha descrito que la acción mitogénica ejercida en el hígado por el LGF puede 
estar mediada, al menos en parte, por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Diaz-Gil 
y cols., 2003), ya que el LGF produce la regulación a alza de esta citoquina, actuando 
sobre las células endoteliales de la vena porta. Además, el LGF también estimula la 
secreción de TNF-α en cultivos de células endoteliales humanas (HUVEC). Esta secreción 
es del orden de pg/ml, al contrario de lo que se produce en los procesos inflamatorios 
donde las secreciones de TNF-α son mayores. De hecho, los efectos del LGF en HUVEC 
mediados por TNF-α no incrementan la expresión de las moléculas de adhesión endotelial 
ICAM-1 (Molécula de adhesión intercelular 1) y VCAM-1 (Molécula de adhesión de células 
vasculares 1), las cuales juegan un papel clave en los efectos proinflamatorios mediados 
por esta citoquina (Diaz-Gil y cols., 2003).  
Trabajos más recientes indican que el LGF aumenta la proliferación de distintos tipos 
celulares, y promueve la regeneración de otros tejidos dañados incluido el cerebro.  
  
o El LGF tiene un papel promotor en  la regeneración testicular. La administración de 
LGF en ratas con deplección de las células de Leydig, estimula la regeneración testicular, 
promueve el crecimiento de las células germinales y estimula la sintesis del factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de sus receptores (Martín-Hidalgo y cols., 2007a; 
Martín-Hidalgo y cols., 2007b). Además, en ratones tratados con bisulfan, un agente que 
destruye selectivamente las células madre espermatogoniales, el LGF también es capaz de 
mejorar la regeneración testicular y recuperar la espermatogénesis (Perez-Crespo y cols., 
2011). 
o En un modelo de fibrosis pulmonar inducida por cloruro de cadmio, la 
administración de LGF mejora la función pulmonar y es capaz de revertir parcialmente 
tanto la fibrosis pulmonar como el incremento de las proteínas de la matriz pulmonar 
(Martinez-Galan y cols., 2010).  
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o El LGF también tiene la capacidad para reducir la hipertensión en ratas 
espontáneamente hipertensas, mejorando considerablemente la estructura y función 
vascular, y reduciendo la presión arterial (Somoza y cols., 2006). Además, tambien 
restaura la composición de la pared de los vasos imiocárdicos y reduce la hipertrofia del 
ventrículo izquierdo (Conde y cols., 2011). Ya que el estrés oxidativo es una de las 
características en la patofisiología de la hipertensión y está implicado en la fibrosis 
vascular y disfunción endotelial, los autores sugieren que el LGF puede ejercer en parte 
sus acciones regenerantes a través de un mecanismo antioxidante (Condezo-Hoyos y cols., 
2012). 
La bilirrubina tiene propiedades antioxidantes por si sola o unida a la albúmina, esta 
última forma es la más común de transporte en el suero (Stocker, 2004; MacLean y cols., 
2007). De hecho, hay pruebas epidemiológicas que demuestran la asociación entre 
concentración baja de bilirrubina en suero y el aumento del riesgo de enfermedad 
cardiovascular (Mayer, 2000; Perlstein y cols., 2008).  
El LGF también posee una notable actividad antioxidante in vitro ya que se ha demostrado 
su efectividad como secuestrador de varias especies reactivas de oxígeno implicadas en la 
patología cardiovascular (Condezo-Hoyos y cols. 2009). Ademas, in vivo normaliza los 
niveles de los biomarcadores de estrés oxidativo en plasma (Condezo-Hoyos y cols., 2012). 
Estos efectos se unen a las acciones regenerativas cardiovasculares del LGF, y deberían 
contribuir a una disminución del riesgo cardíaco. 
o En el Sistema Nervioso Central (SNC) la aplicación de LGF intracerebral en el 
estriado de ratas hemiparkinsonianas estimula el crecimiento de los terminales 
dopaminérgicos dañado en el estriado denervado e induce una mejoría conductual 
significativa en dichos animales (Reimers y cols., 2006). Además, cuando se inyecta 
intraventricularmente, es capaz de activar las señales que promueven la generación de 
nuevas neuronas (neurogénesis) a partir de progenitores neurales de la zona 
subventricular, y la migración de las mismas en el estriado dañado (Bazán y cols., 2005; 
Gonzalo-Gobernado y cols., 2009). 
Es interesante destacar que el LGF también es capaz de estimular el crecimiento de los 
terminales dopaminérgicos dañados, de proteger parcialmente a las neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra de la neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA, y de 
mejorar la conducta rotacional estimulada por apomorfina de los animales 
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hemiparkinsonianos cuando es administrado intraperitonealmente (Gonzalo-Gobernado y 
cols., 2013) lo que facilita en gran medida su posible utilización clínica en el tratamiento 
de las enfermedades neurodegenerativas.  
En cuanto a las dianas celulares que median las acciones del LGF en el SNC, resultados 
descritos en nuestro laboratorio indican que estos efectos pueden estar mediados por la 
activación de la microglía (Gonzalo-Gobernado y cols., 2013). Aunque la microglía activada 
se ha asociado con la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas (Rao y 
cols., 2012; More y cols., 2013; Rizzo y cols., 2014), estas células pueden jugar un papel 
clave en el desarrollo y la regeneración del sistema nervioso central mediante la liberación 
de factores tróficos y de moléculas de la matriz extracelular (Polazzi y Contestabile, 2002; 
Streit, 2002; Wine y cols., 2009; Hung y cols., 2010; Liang y cols., 2010; Narantuya y cols., 
2010). Además, la microglía activada es capaz de producir y liberar TNF-α  (Suzuki y cols., 
2004), una citoquina que regula la expresión de neurotrofinas y de sus receptores (Remy y 
cols., 2003; Schulte-Herbruggen y cols., 2005), participa en la inducción del crecimiento 
neurítico (Cho y cols., 2005; Song y cols., 2005), y es un agente neuroprotector en un 
modelo de isquemia en retina (Fontaine y cols., 2002). Por todo ello, es presumible pensar 
que, al igual que en el hígado, el TNF- α pudiera ser uno de los mediadores moleculares de 
las acciones del LGF en el SNC.  
Por otro lado, nuestros estudios in vivo e in vitro sugieren que la actividad del LGF en el 
SNC está mediada por la estimulación de las vías de señalización MAPK/ERK y PI3K/AKT y 
por la regulación de proteínas críticas para la supervivencia celular como son Bcl-2, P-AKT, 
y P-CREB (Calatrava, 2011; Gonzalo-Gobernado y cols., 2013). 
En resumen, el LGF es un factor pleiotrópico, caracterizado químicamente como un 
complejo albúmina-bilirrubina, con propiedades antioxidantes capaz de estimular la 
proliferación celular y la regeneración tisular en diferentes patologías tanto hepáticas 
como extrahepáticas. En el SNC, el LGF ejerce un efecto neuroprotector y/o promotor del 
crecimiento axónico sobre las neuronas dopaminérgicas dañadas que podría ser 
extensible a otras neuronas en degeneración como las de la oliva inferior, y/o las 
neuronas de Purkinje en el caso de las ataxias cerebelosas. Independientemente de su 
posible acción neuroregeneradora, el LGF también podría ser efectivo en el tratamiento 
de la AF debido a su capacidad antioxidante, y su potente actividad sobre el sistema 
cardiovascular. 
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4. TERAPIA CELULAR EN ATAXIA.  
 
Las terapias de reemplazo celular utilizando células madre son una prometedora 
alternativa para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo a los 
trastornos relacionados con el cerebelo (Bigini y cols., 2011; Erceg y cols., 2011; Kemp y 
cols., 2011; Zhang y cols., 2011). Se están realizando distintas aproximaciones con el fin de 
encontrar el tipo celular más adecuado para este tipo de terapias, aunque la necesidad de 
ahondar en el conocimiento básico de estas células no ha permitido aún establecer cuál es 
el tipo más apropiado para su uso en terapia humana.  
Entre las distintos tipos celulares que se están ensayando cabe destacar los siguientes 
grupos celulares: 
Las Células Madres Adultas, se denominan así por encontrarse en tejidos maduros. 
En el cerebro en concreto, derivan de la zona subventricular que abarca los ventrículos 
laterales del cerebro y de la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (Doetsch y 
cols., 1999) y se denominan Células Madres Neurales Adultas (CMN). Estas células son 
capaces de diferenciarse en neuronas y glía y ser responsables de la homeostasis tisular y 
la regeneración durante la vida adulta. Además, su proliferación y diferenciación depende 
de señales específicas como citoquinas y factores de crecimiento (Bazan y cols., 2004; 
Reimers y cols., 2008). Sin embargo, estas células presentan una serie de desventajas para 
su utilización como su obtención, que al ser invasiva, las hace prácticamente inutilizables 
tanto para su estudio como para su uso en estas terapias. Otro inconveniente es su 
limitada capacidad de migración y diferenciación, requisitos necesarios para la  terapia 
celular. Actualmente no han sido identificadas CMN en cerebelo de humano adulto 
aunque sí en el de conejo (Ponti y cols., 2008). 
Las Células Madre Embrionarias (CME) se obtienen a partir de la masa celular 
interna de un blastocisto. Las ventajas que muestran para su utilización en terapia celular 
son su totipotencia, una elevada capacidad de proliferación así como una buena 
criopreservación. Pero las desventajas de su utilización, aparte de los problemas éticos, 
también son muchas ya que producir las líneas celulares es bastante ineficaz, así como la 
limitada disponibilidad de blastocistos humanos. Además tienen otros inconvenientes 
como la inmunosupresión durante la terapia por el  transplante alogénico y la capacidad 
tumorogénica de estas células en el huésped (Prosper y cols., 2006; Herranz y cols., 2010). 
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Tratando de mitigar los inconvenientes mostrados por estas poblaciones celulares, se han 
buscado nuevas fuentes de células madre y se han considerado las células madre de 
cordón umbilical humano (CMCUhu) como un candidato apropiado. 
Con 130 millones de nacimientos al año en el mundo, las CMCUhu son actualmente la 
mayor población de células madre disponibles para la investigación biomédica y 
desarrollo clínico (Bigini y cols., 2011). 
Su obtención no invasiva representa una gran ventaja sobre cualquier otro tipo de célula 
madre adulta o embrionaria. Ya que las CMCUhu pueden ser fácilmente caracterizadas, 
criopreservadas y su recolección esta éticamente aceptada se considera una de las 
fuentes más importantes de células madre tanto para futuras investigaciones como para 
su uso clínico. 
 
4.1. Células Madre de Cordón Umbilical (CMCU). 
La mayoría de células madre hematopoyéticas se encuentran en la circulación fetal, en la 
placenta y en el cordón umbilical.  
El cordón umbilical contiene una mayor población de células madre hematopoyéticas que 
las presentes en la sangre periférica o la médula ósea y además se diferencian de ellas 
presentando unas características peculiares.  
La sangre de cordón umbilical contiene un número mayor de poblaciones primitivas 
(Mayani y Lansdorp, 1998; Todaro y cols., 2000; Nayar y cols., 2002) con mayor actividad 
de telomerasa, lo que se asocia a un mayor potencial proliferativo. Este hecho se traduce 
en la regeneración de la hematopoyesis de un paciente empleando un menor número de 
células de cordón que si se usa medula ósea o sangre periférica. 
Una de las peculiaridades de las CMCUhu reside en el hecho de que, aun siendo células 
madre adultas, todavía conservan algunas de las propiedades de célula madre 
embrionaria, tales como la expresión de los factores de transcripción Oct-4, Rex-1, Sox-2 y 
Nanog, los antígenos embrionarios específicos de estadio SSEZ-3 y SSea-4 y marcadores 
como TRA-1-60 y TRA-1-81 propios también de las células embrionarias (Zhao y cols., 
2006).  
Otra de sus características es la baja inmunogeneicidad manifestada por la débil expresión 
de antígenos del sistema mayor de histocompatibilidad (Rubinstein y cols., 1998) y por la 
falta de capacidad estimuladora de la proliferación de linfocitos alogénicos (Zhao y cols., 
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2006). Esta propiedad resulta claramente ventajosa en situaciones de utilización 
terapéutica alogénica, en las que cabe esperar una menor probabilidad de rechazo o de 
enfermedad de injerto contra huésped. 
Aparte de las células madre hematopoyéticas, la sangre de cordón umbilical contiene 
otras poblaciones de células madre que le confieren un enorme interés desde el punto de 
vista de su potencial uso terapéutico (Broxmeyer, 2005), tales como las células madre 
mesenquimales (Dominici y cols., 2006), progenitores endoteliales (Bonanno y cols., 2007) 
y otras poblaciones como las “células madre muy pequeñas semejantes a las 
embrionarias” (Kucia y cols., 2008) y  las células madre somáticas no restringidas (Kogler y 
cols., 2004). 
o Uso terapéutico 
Las células sanguíneas de cordón umbilical se utilizaron con éxito por vez primera en 1989 
como un transplante de medula ósea en un paciente con anemia de Fanconi (Gluckman y 
cols., 1989).  
En los últimos años se ha mostrado, que son instrumentos versátiles para el tratamiento 
de distintos trastornos incluyendo las enfermedades neurodegenerativas por su 
plasticidad (1), su capacidad antiinflamatoria (2) y por la capacidad neuroprotectora y/o 
neurogénica (3).  
(1).-Las células progenitoras hematopoyéticas son capaces de diferenciarse a células de 
distintos linajes incluyendo el neural (Sanchez-Ramos y cols., 2001; Sanchez-Ramos, 2002; 
Chen y cols., 2005). 
La manipulación in vitro de estas células ha mostrado que después de tratarse con ácido 
retinoico y factor de crecimiento nervioso (NGF) expresaban marcadores moleculares 
característicos de neuronas y células de la glía (Sanchez-Ramos y cols., 2001). Además, si 
eran cultivadas con medio normal (DMEM) también expresan marcadores neurales como 
nestina, MAP2, y GFAP (Garbuzova-Davis y cols., 2006b).  
La fracción mononuclear de células de cordón umbilical se caracterizó estudiando la 
expresión de antígenos hematopoyéticos y neurales durante el periodo de cultivo, sin la 
adición de factores como neurotrofinas, factores de crecimiento y citoquinas. Las células 
se clasificaron en dos poblaciones distintas: La fracción de células adherentes, (siendo la 
mayoría linfocitos que expresaban antígenos hematopoyéticos) y la fracción flotante, 
donde se encontraron un número significante de antígenos marcadores de células 
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madre/progenitoras y de antígenos neurales. Los marcadores gliales tenían una mayor 
presencia en la población adherente y los marcadores neuronales en la población 
flotante, así como la coexpresión de marcadores hematopoyéticos y neurales en algunas 
células (Chen y cols., 2005). De todas formas, la mejor demostración de que estas células 
adquieran el fenotipo neural sería un ensayo funcional en el cual se mostrara la actividad 
electrofisiológica, la formación de sinapsis y la liberación de neurotransmisores. 
 
(2).-Los linfocitos del cordón umbilical expresan niveles más bajos de receptores de 
citoquinas proinflamatorias (Interleucinas-2, 4, 6 y 7, TNF-α e interferon C) que las células 
sanguíneas adultas (Zola y cols., 1995) y producen más cantidad de la citoquina 
antiinflamatoria (IL-10) (Rainsford y Reen, 2002).  
(3).-Las CMCUhu mejoran el microambiente del hipocampo de ratas adultas estimulando 
a las células neuronales presentes en este nicho neurogénico y tienen la capacidad de  
secretar factores tróficos que favorecen la supervivencia neuronal (Bachstetter y cols., 
2008; Chen y cols., 2010). 
 
Debido a estas características, las CMCUhu se han utilizado para el tratamiento de 
enfermedades neurodegenerativas en distintos modelos experimentales (Garbuzova-
Davis y cols., 2006a; Herranz y cols., 2010; Sanberg y cols., 2011).  Su eficacia se ha 
demostrado en la lesión de la medula espinal (Park y cols., 2010), daño cerebral (Chen y 
cols., 2001; Willing y cols., 2003; Vendrame y cols., 2005) enfermedad de Hungtinton 
(Ende y Chen, 2001; Ende y cols., 2001), alzheimer (Ende y cols., 2001; Nikolic y cols., 
2008) y esclerosis lateral amiotrófica (Chen y Ende, 2000). En todos ellos provocó una 
mejoría en los síntomas neurológicos y en la esperanza de vida, resultando su efecto 
beneficioso más bien debido a su capacidad para sintetizar y liberar factores tróficos 
involucrados en la supervivencia celular,  que a su diferenciación en distintos tipos de 
células neurales (Chen y cols., 2007; Arien-Zakay y cols., 2009; Zwart y cols., 2009). 
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HIPOTESIS DE TRABAJO 
Hoy en día no existe un tratamiento eficaz para las ataxias cerebelosas. El abordaje de la 
búsqueda de nuevas soluciones terapéuticas nos lleva a proponer la siguiente hipótesis 
de trabajo:  
1.- Dado que el factor de crecimiento del hígado (LGF) tiene efectos pleiotrópicos con 
demostrada eficacia en el SNC, proponemos que la administración intraperitoneal de LGF 
podría ejercer efectos beneficiosos en dos modelos experimentales de ataxia cerebelosa, 
y que estos efectos están mediados por su capacidad neuroprotectora y por su actividad 
antioxidante.  
2.- Por otro lado, dentro del ámbito de las terapias de reposición celular y teniendo en 
cuenta el efecto benefactor de los implantes de células madre de cordón umbilical 
humano (CMCUhu) en diversos modelos animales de enfermedades neurodegenerativas, 
proponemos que los implantes de estas células provocarán la restauración funcional en 
los trastornos cerebelosos. 
 
 
OBJETIVOS 
 
1.- Desarrollo y puesta a punto de un modelo experimental de ataxia cerebelosa en rata, 
inducido por lesión química de las neuronas de la oliva inferior con 3-acetilpiridina (3-AP). 
 
2.- Determinar el potencial terapéutico de la administración intraperitoneal de LGF en el 
modelo de ataxia cerebelosa inducido por 3-AP. Se analizará la coordinación motora y se 
determinará la capacidad neuroprotectora y/o neurogénica del LGF mediante el análisis 
de la expresión de marcadores específicos de las neuronas de la oliva inferior y de las 
células de Purkinje en el cerebelo. Además, se valorará la capacidad del LGF para prevenir 
la reactividad de las células de la glía, y para potenciar la expresión de proteínas 
involucradas en la supervivencia celular en el tronco del encéfalo y el cerebelo de las 
ratas atáxicas.  
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3.- Analizar la capacidad terapéutica del LGF en un modelo experimental de ataxia de 
Friedreich en ratón. Para ello se utilizarán ratones transgénicos humanizados de la estirpe 
FXNtm1MknTg (FXN)YG8Pook generados por el equipo del Dr. Mark Pook (Mahdawi  y 
col., 2006). Como controles utilizaremos ratones de  la estirpe C57BL/6J. Se analizará la 
coordinación motora y la expresión de marcadores específicos de neuronas y de glía en la 
médula espinal, el tronco del encéfalo y el cerebelo. Además, se valorará la capacidad del 
LGF para modular en el SNC y el corazón la expresión de la frataxina, del complejo IV de la 
cadena respiratoria y de proteínas involucradas en la supervivencia celular. 
Paralelamente, se estudiará el efecto del LGF sobre los niveles de glutatión en el músculo 
esquelético, y sobre el tamaño de los cardiomiocitos. 
 
4.- Como terapia alternativa para el tratamiento de las ataxias cerebelosas, se ensayará el 
transplante de células madre de cordón umbilical humano (CMCUhu). Se evaluará su 
funcionalidad in vivo estudiando la coordinación motora de los animales, la capacidad  de  
las  CMCUhu  para  integrarse  y  diferenciarse en  el  tejido  huésped, y la efectividad de 
estas células para recuperar en el tronco del encéfalo y el cerebelo aquellos parámetros 
que se vean afectados en el modelo de ataxia cerebelosa inducido por 3-AP.
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1. REACTIVOS. 
 
1.1. Reactivos de uso general. 
 
REACTIVO CASA COMERCIAL 
Ácido clorhídrico Panreac 
Cloruro potásico Merck 
Cloruro sódico Sigma 
PBS (pastillas) Gibco 
Hidróxido de sodio Merck 
Trizma base Sigma 
 
 
 1.2. Reactivos para histología. 
 
REACTIVO CASA COMERCIAL 
3,3-Diaminobencidina Dako 
Bisbencimida Sigma 
Citrato sódico Merck 
Complejo streptavidina–biotina–peroxidasa Dako 
p-fenilenodiamina Sigma 
Paraformaldehído Merck 
Sacarosa Panreac 
Suero normal de cabra PAA 
Tissue-Tek® O.C.T™ 
Triton X-100 Sigma 
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1.3 Reactivos para bioquímica. 
 
REACTIVO CASA COMERCIAL 
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) BIO-RAD 
Acetato magnésico Merck 
Acrilamida / Bisacrilamida BIO-RAD 
Albúmina de suero bovino (BSA) Sigma 
Antipaína Sigma 
Azul de bromofenol Merck 
Azul de nitrotetrazolio / x-fosfato (NBT) BIO-RAD 
β-mercaptoetanol Panreac 
β -glicerofosfato Sigma 
Benzamidina Sigma 
Blotto GE Healthcare 
Cloruro de Magnesio Merck 
DL-Ditiotreitol (DTT) Sigma 
Dodecil-sulfato-sódico (SDS) Serva 
EDTA Sigma 
EGTA Sigma 
Glicerol Sigma 
Glicina Sigma 
Leupeptina Sigma 
Metanol Merck 
Molibdato sódico Sigma 
N-N-N´-N´-tetrametilen-diamina (TEMED) BIO-RAD 
Ortovanadato sódico Sigma 
Pepstatina A Sigma 
Persulfato amónico Sigma 
Tween-20 Sigma 
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2. MODELOS EXPERIMENTALES. 
 
Todos los procedimientos descritos en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo de 
acuerdo con la legislación española para el uso de animales de experimentación (RD 
1205/2005) y han sido aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal del 
Hospital Universitario Ramón y Cajal.  
 
2.1 Modelo Experimental de ataxia cerebelosa.  
Se utilizaron 196 ratas albinas hembras Sprague Dawley (SD) de unos 250g de peso. Los 
animales fueron estabulados en un ambiente con la temperatura controlada, bajo ciclos 
de  luz/oscuridad de 12 horas y con acceso a comida y bebida ad libitum. El modelo 
utilizado consistió en la destrucción selectiva de las neuronas de la oliva inferior mediante 
la administración i.p. de la neurotoxina 3-AP. Debido al papel crítico de la oliva en el 
funcionamiento del cerebelo, se ha utilizado la lesión de ésta estructura como un modelo 
experimental adecuado para el estudio de la ataxia cerebelosa  (Desclin y Escubi, 1974; 
Balaban, 1985; Fernandez y cols., 1998). 
Para valorar la dosis de neurotoxina más adecuada, se utilizaron 31 ratas SD de 250g de 
peso que recibieron una inyección intraperitoneal (i.p.) de 3-AP en un rango de dosis que 
varió entre 15 y 60 mg/kg, estableciéndose la dosis de 40 mg/kg como la adecuada para el 
modelo experimental como se indica en el apartado 1.1 de los resultados. 
 
2.2 Modelo experimental ataxia de Friedreich. Fxn tm1Mkn / Tg (FXN) YG8Pook. (YG8R) 
El ratón transgénico YG8R fue generado y caracterizado por el equipo de Dr. Mark A. Pook 
(Al-Mahdawi y cols., 2006). Actualmente, este ratón está considerado el mejor modelo 
animal de AF. Son ratones hemicigotos para el transgén Tg (FXN) YG8Pook (frataxina 
humana) y homocigotos para el alelo diana Fxn tm1Mkn (frataxina). Es decir, portan el 
transgén para la  frataxina humana mutada en AF, y suprimen el gen que codifica para la 
frataxina endógena de ratón. La mutación de la frataxina humana originada por la 
expansión especifica de la repetición GAA, se acumula en el cerebro (cerebelo 
particularmente)  de estos ratones de manera similar a la patología humana de la AF de 
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forma dependiente a la edad del ratón. Esta variedad se mantiene heterocigota para la 
mutación del alelo diana y hemicigota para el transgén (ratones viables y fértiles).  
El ratón YG8R muestra una ataxia modesta pero la neuropatología descrita por los 
autores es similar a la encontrada en los pacientes humanos aunque menos pronunciada, 
observándose síntomas como descoordinación, degeneración neuronal en ganglios de la 
raíz dorsal, estrés oxidativo, disfunción mitocondrial etc. (Al-Mahdawi y cols., 2006). 
Para este trabajo se utilizaron 12 machos que se recibieron con dos meses de edad y se 
mantuvieron en nuestro estabulario hasta su uso en experimentación siguiendo las 
directrices de los Laboratorios Jackson (Jax).  
 
 
3. PURIFICACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DEL HIGADO (LGF). 
 
El LGF se obtuvo de suero de ratas Wistar después de 5 semanas de ligadura del conducto 
biliar, valorándose la concentración del factor por HPLC (Singh y Bowers, 1986), y 
escogiéndose el suero de concentración más elevada para la purificación del LGF 
mediante tres pasos de cromatografía. Además se determinó la actividad in vivo del 
factor llevando a cabo la valoración de la estimulación de la síntesis de ADN en hígado de 
rata mediante incorporación de 3H-timidina (New England Nuclear). El procedimiento 
detallado ya fue publicado anteriormente (Diaz Gil y cols., 1994). La pureza de la 
preparación del LGF se comprobó por electroforesis en geles de poliacrilamida (Laemmli, 
1970). Las muestras del LGF se guardaron liofilizadas, conservándose cerradas al vacío a 
4º C. En el momento de su utilización se disolvieron en suero salino estéril y se 
administraron por vía intraperitoneal (i.p.) en los animales a una dosis de 5μg / rata en el 
modelo experimental de ataxia cerebelosa con 3-AP y de 1,7 μg /ratón en el modelo 
experimental YG8R.  
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4. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LAS CELULAS MADRE DE CORDON UMBILICAL 
HUMANO (CMCUhu). 
 
4.1 Valoración, procesamiento y caracterización de las CMCUhu. 
El procedimiento operativo de la valoración, procesamiento y criopreservación de los 
cordones que se describe a continuación fue llevado a cabo por el Dr. Alberto Richard 
responsable del banco de cordones del Centro de Transfusión de la Comunidad de 
Madrid. 
Los cordones umbilicales humanos no aptos para su uso terapéutico fueron donados para 
investigación. Dichos cordones no se consideraron aptos ya que no reunían las 
características mínimas de celularidad y volumen (parámetros mínimos: 1.200 millones de 
leucocitos totales y un volumen de sangre de 60 ml) para el tratamiento de pacientes 
humanos, pero son suficientes para su uso en investigación. Se calculó la cantidad total 
de células mononucleares (linfocitos o monocitos) obteniéndose de valores medios:  
Células Mononucleadas (CMN): 337,8x106 ± 32,56.  
Células nucleadas totales (CNT): 910,8x106 ± 86,77. 
CD34 (Antígeno de linaje hematopoyético): 0,7620x106 ± 0,09140. 
Una vez valorada la muestra, la sangre de cordón fue fraccionada con la finalidad de 
recuperar la mayor parte posible de las células nucleadas y los progenitores 
hematopoyéticos. Si la cantidad de células nucleadas era superior a 300 millones, se 
procedió a la congelación de la sangre de cordón umbilical mediante un descenso 
programado de la temperatura con una disolución crioprotectora apropiada (1:10/ 
DMSO: Rheomacrodex) de forma que asegurara la máxima viabilidad de los progenitores 
hematopoyéticos. 
 
4.2  Aislamiento de CMCUhu del concentrado de células sanguíneas. 
La sangre fue extraída de la bolsa y dividida en alícuotas de 30 ml en tubos Falcon a los 
que se añadió al fondo del tubo, con la ayuda de una jeringa, 15 ml de Lymphoprep™. Se 
centrifugó a 800 g  durante 40 minutos a 20ºC. En este paso se obtuvo un gradiente del 
que se tomó la banda de células mononucleadas localizadas en la interfase (de 2 a 7 ml) y 
se pasó a los posteriores lavados con PBS centrifugando y decantando el sobrenadante. 
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Finalmente se tomó una alícuota de 40 µl y se realizó el contaje de las células viables por 
exclusión con Trypan Blue en cámara de Neubahuer.  
 
 
5. ADMINISTRACIÓN DE LGF E IMPLANTES CELULARES. 
 
5.1 Administración intraperitoneal (i.p.) de LGF en el modelo de lesión con 3-AP. 
La mayoría de los experimentos presentados en esta memoria se realizaron utilizando 82 
ratas lesionadas con 3-AP (40 mg/kg) de 8 días de evolución al inicio del tratamiento. La 
administración del factor consistió en dos inyecciones i.p. semanales de LGF (5 μg/rata) 
(grupo experimental 3-AP+LGF) ó de la disolución vehículo (suero salino) (grupo 
experimental 3-AP) durante 1 o 3 semanas (Fig. 1). Los animales que recibieron vehículo o 
LGF durante 1 semana fueron utilizados para los experimentos de microdiálisis descritos 
en el apartado 11 (Fig. 1C). Los animales que recibieron el tratamiento durante 3 semanas 
se mantuvieron durante un mes adicional tras el que fueron sacrificados. Este grupo fue 
destinado para los análisis bioquímicos e histoquímicos en cerebro, y para el estudio de la 
coordinación motora (Fig. 1A).  
Para evaluar los efectos de la administración de LGF en estadios tempranos de daño 
neuronal se utilizaron 10 ratas lesionadas con 3-AP (40 mg/kg) de 3 días de evolución al 
inicio del tratamiento (Fig. 1B,). Los animales recibieron dos inyecciones i.p. semanales de 
LGF (5 μg/rata) (3-AP+LGF) ó vehículo (grupo experimental 3-AP) durante 3 semanas, y se 
sacrificaron al finalizar el período de tratamiento. Este grupo de animales también fue 
destinado para los análisis bioquímicos e histoquímicos en cerebro, y para el estudio de la 
coordinación motora. 
Todos los estudios conductuales, análisis histoquímico y determinaciones bioquímicas se 
realizaron en paralelo en un grupo de 35 ratas no lesionadas que recibieron dos 
inyecciones i.p. semanales de vehículo durante 1 o 3 semanas (grupo control). 
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Figura 1.- Esquemas representativos de los protocolos de administración i.p. de LGF en ratas lesionadas con 
3-AP. En A y C se muestra el grupo destinado al estudio bioquímico, histológico y conductual. En B se 
muestra el grupo destinado al estudio del efecto del LGF en tiempos más próximos a la lesión y en C se 
muestra el grupo destinado al experimento de microdiálisis cerebral. 
 
 
5.2 Administración intraperitoneal de LGF en el modelo YG8R. 
Para evaluar los efectos de la administración de LGF en la AF se utilizaron ratones YG8R 
de una edad comprendida entre los 6 y 7 meses al inicio del tratamiento. Los animales 
recibieron dos inyecciones i.p. semanales de LGF (1,7 μg/ratón) (grupo experimental 
YG8R+LGF) ó de vehículo (grupo experimental YG8R) durante 3 semanas, y se 
mantuvieron durante un mes adicional tras el que fueron sacrificados (Fig. 2). Todos los 
estudios conductuales, análisis histoquímico y determinaciones bioquímicas se realizaron 
en paralelo en un grupo de ratones salvajes (WT) que recibieron dos inyecciones i.p. 
semanales de vehículo durante 3 semanas (grupo control).  
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Figura 2.- Esquema representativo de la administración i.p. de LGF en los ratones YG8R. 
 
5.3 Administración intravenosa de CMCUhu en el modelo de lesión con 3-AP. 
Los animales utilizados para el tratamiento de CMCUhu, cursaban una lesión de 3 días de 
evolución con la neurotoxina 3-AP (40 mg/kg)  al inicio del tratamiento.  
Antes de iniciar la cirugía, las ratas lesionadas con 3-AP fueron dormidas mediante 
anestesia inhalatoria (Isofluorano 2%). Una vez anestesiado el animal, se canuló la vena 
lateral de la cola utilizando un catéter de 22G x 1” (Smiths Medical International Ltd.) por 
el que se inyectaron, en un volumen de 200 µl, las CMCUhu en una cantidad aproximada 
de 4 millones de células por rata (grupo experimental 3-AP+CMCUhu) o suero salino 
(grupo experimental 3-AP) (Fig.3). 
 
 
Figura 3.- Esquema representativo de la administración intravenosa de CMCU. 
 
Un día antes de la administración de las CMCUhu los animales comenzaron a recibir una 
inyección i.p. diaria de ciclosporina (Sandommun Neoral 100 mg/ml, Novartis 
farmacéutica) a una dosis de 5mg/Kg/día  que se mantuvo hasta la fecha de sacrificio de 
los animales. Para los análisis de inmunohistoquímica los animales se sacrificaron a los 48 
horas, 7, y 21 días post-inyección de las CMCUhu. Para los estudios bioquímicos los 
animales se sacrificaron a los dos meses post- inyección de las CMCUhu (Fig. 3). 
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6. ESTUDIO DE COMPORTAMIENTO. 
 
Evaluación de la coordinación motora (test rota-rod). 
La coordinación motora se evaluó utilizando un rota-rod (PanLab S.L.,  Mod. LE 8500, 
Cornellá, España), que consiste en una barra con rotación motorizada sobre la que se 
sitúa al animal perpendicular al eje mayor de la barra con la cabeza orientada en sentido 
contrario al de la rotación. Antes de iniciar las evaluaciones los animales recibieron  
sesiones de entrenamiento para familiarizarse con la prueba. En cada sesión, se realizaron 
3 valoraciones del tiempo de permanencia de cada animal en la barra a velocidad 
constante (4 r.p.m. durante 3 minutos), y otras 3 con aceleración progresiva (incremento 
de 4 a 40 r.p.m. en 30 segundos) durante un tiempo máximo de un minuto. Los animales 
que durante el período de entrenamiento permanecieron en el rota-rod el máximo 
tiempo, tanto a velocidad constante como durante la aceleración, fueron seleccionados 
para ser lesionados con 3-AP y formar parte de los posteriores experimentos de 
administración i.p. de LGF y de la administración intravenosa de CMCUhu. A las 24 y 72 
horas post-lesión con 3-AP se llevó a cabo la evaluación de la coordinación motora, 
seleccionándose para el tratamiento con LGF o CMCUhu solo aquellos animales en los 
que disminuyó el tiempo de permanencia en aceleración entre un 30 y un 50%. Una vez 
iniciados los distintos tratamientos, se realizó un test de coordinación motora  a la 
semana hasta el sacrificio de los animales, siguiendo los mismos parámetros tanto de 
aceleración como de velocidad constante usados durante el período de entrenamiento. 
 
En los ratones YG8R la evaluación de la coordinación motora comenzó a los 3 meses de 
edad. Los parámetros utilizados fueron similares a los realizados con las ratas con ataxia 
cerebelosa a excepción del tiempo de aceleración que se  incrementó de 4 a 40 r.p.m. en 
1 minuto. Para el entrenamiento de los animales se realizaron 2 pruebas a la semana y a 
partir de ese momento se evaluaron 1 vez por semana hasta el sacrificio de los animales. 
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7. ESTUDIO DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR. 
 
La Bromodeoxiuridina (BrdU) es un análogo de la deoxitimidina que se intercala en el ADN 
en síntesis, por lo que nos permite marcar las células que estén proliferando en un tejido 
durante el periodo en el que se inyecta este compuesto al animal in vivo. Posteriormente 
se procesa el tejido para la detección inmunohistoquímica de las células marcadas con un 
anticuerpo anti-BrdU (ver apto. 8.2.1). 
Para determinar si la lesión con 3-AP era capaz de incrementar la proliferación  celular 
tanto en el cerebelo como en el tronco cerebral, dos grupos experimentales de animales 
recibieron inyecciones i.p. diarias de BrdU (Sigma) (50 mg/Kg). En el primer grupo el inicio 
de las inyecciones fue a los 3 días post-lesión (fase más próxima a la lesión) y en el 
segundo grupo, a los 8 días post-lesión. Una vez transcurridos 15 días desde el comienzo 
de las inyecciones de BrdU los animales se sacrificaron para el estudio 
inmunohistoquímico del cerebro.  
 
Figura 4.- Esquema representativo del estudio de la proliferación celular tras la lesión con 3-AP. 
 
 
8. HISTOLOGÍA. 
 
8.1 Procesamiento del tejido. 
Las ratas lesionadas con 3-AP fueron anestesiadas con 0.6-0.8 ml/rata de una mezcla de 
0.5 ml de ketamina (50mg/ml; Grupo Pfizer, Parke Davis SL, Madrid), 0.4 ml de Valium 
(4mg/ml; RocheFarma S.A., Madrid) y 0.1 ml de atropina (1mg/ml; B. Braun Medical S.A., 
Madrid). Posteriormente fueron perfundidas vía aorta ascendente con 50 ml de salino 
isotónico heparinizado, seguidos de 250 ml de paraformaldehido al 4% en tampón fosfato 
salino 0,1 M (PBS) pH 7,4. A continuación se extrajeron los cerebros, y de cada uno se 
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diseccionó transversalmente la porción correspondiente al tronco del encéfalo y 
cerebelo. Las piezas diseccionadas fueron postfijadas a 4ºC en la misma disolución 
durante 24 horas, y sumergidas secuencialmente en sacarosa al 10%, 20% y 30% en PBS 
0,1 M (pH 7,4) a 4º C para su crioprotección. Las piezas fueron cubiertas con Tissue-Tek® y 
rápidamente congeladas en hielo seco picado. De cada pieza se realizaron secciones 
coronales de 20 μm de grosor en el criostato (Microm, Mod. HM 550, Walldorf, 
Alemania), que se montaron sobre portas tratados con carga positiva (DakoCytomation, 
Dinamarca). 
En el caso de los ratones YG8R  se procesaron histológicamente solo las médulas, ya que 
los cerebros se emplearon para el estudio bioquímico. Por este motivo no se fijaron los 
animales por perfusión, sino que se aislaron las columnas vertebrales con las médulas en 
su interior, y se fijaron por inmersión durante 4 días en paraformaldehído al 4%. Las 
columnas vertebrales se seccionaron en un segmento anterior correspondiente a la 
médula cervical, un segmento intermedio correspondiente a la médula torácica y un 
segmento posterior correspondiente a la médula lumbar y sacra. Con el fín de poder 
preservar los ganglios de la raíz dorsal no se extrajeron las médulas de la columna 
vertebral, sino que se mantuvieron in situ, y se descalcificaron las columnas vertebrales 
con la disolución DC2 (ácido clorhídrico y EDTA) (Labonord, Krape) durante 2 horas. Tras 
sucesivos lavados en PBS, las piezas se deshidrataron en una batería de alcoholes de 
concentración creciente, se aclararon con Xilol y fueron incluidas en parafina. Se 
realizaron secciones coronales de 8 μm de grosor en el microtomo (Microm, Mod. HM 
325, Walldorf, Alemania) de los 3 segmentos seleccionados de cada médula, que se 
montaron sobre portas tratados con carga positiva (DakoCytomation, Dinamarca). 
 
8.2 Inmunohistoquímica. 
 
8.2.1 Anticuerpos. 
Los anticuerpos primarios utilizados están descritos en la tabla 1. Los anticuerpos 
secundarios empleados fueron los siguientes: anti-IgG de ratón biotinilado y anti-IgG de 
conejo biotinilado (ambos sin diluir) (Zymed, Invitrogen Corporation CA, USA), anti-IgG de 
ratón conjugado a Alexa Fluor-568 (1/400) (Molecular Probes, Eugene, OR), anti-IgG de 
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conejo conjugado a Alexa Fluor-488 (1/400) (Molecular Probes), anti-IgG de rata 
conjugado a Alexa Fluor-488 (1/400) (Molecular Probes), anti-IgG de ratón conjugado a 
Fluoresceína (1/20) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA) y anti-
IgG de cobaya conjugado a Cy2 ó Cy3 (1/500) (Jackson ImmunoResearch Laboratories 
Inc.). 
Anticuerpo 1º Tipo Dilución Casa Comercial 
β-Tubulina III Policlonal de conejo 1/500 BabCO. 
B-cell lymphoma 2 (Bcl2) Monoclonal de ratón 1/25 Santa Cruz Biotech. 
Bromodeoxiuridina (BrdU) Monoclonal de raton 1/25 Dako Cytomation. 
Calbindina Policlonal de conejo 1/500 Millipore. 
Doblecortina (Dcx) Policlonal de cobaya 1/3000 Chemiconl. 
Frataxina (FXN) Monoclonal de ratón 1/100 Millipore. 
Ferroportina (FPN)  Policlonal de conejo 1/100 Bioss Inc. 
Proteína Ácida Fibrilar Glial (GFAP) Policlonal de conejo 1/200 Dako Cytomation. 
Receptor 1 de Glutamato (GluR1) Policlonal de conejo 1/1000 Millipore. 
Antígeno Leucocitario Humano 
(HLA-ABC) 
Monoclonal de ratón 1/100 AbD Serotec. 
Molécula adaptadora de unión a 
calcio ionizado 1 (Iba1) 
Monoclonal de ratón 1/300 Wako 
Nestina Monoclonal de ratón 1/20 D.S. Hybridoma 
Bank. 
Antígeno Nuclear Neuronal (NeuN)  Monoclonal de ratón 1/800 Chemicon. 
Antígeno Nuclear de Células 
Proliferantes (PCNA) 
Policlonal de conejo 1/50 Santa Cruz Biotech. 
Anticuerpo frente al Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad clase 
II (OX6) 
Monoclonal de ratón 1/250 AbD Serotec. 
Anticuerpo frente a oligodendrocitos 
(RIP)  
Monoclonal de ratón 1/1000 Chemicon. 
 
Tabla 1.- Anticuerpos primarios empleados en Inmunofluorescencia e Inmunoperoxidasa. 
 
8.2.1 Técnica inmunohistoquímica. 
Las secciones fueron lavadas en PBS (pH 7,4) y tratadas con tampón de 
desenmascaramiento de antígeno citrato sódico 10mM (pH 6,0) a 95º C durante 3 
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minutos en el caso de las secciones de criostato, o en olla exprés durante 3 minutos en el 
caso de los cortes de parafina. Posteriormente se preincubaron en una disolución de 
bloqueo compuesta por suero normal de cabra al 5% en tampón PBS/ Tritón-X 100 al 
0,1% durante 30 minutos. 
Los anticuerpos primarios fueron aplicados durante 24 horas a 4ºC y la mayoría de ellos 
fueron visualizados siguiendo el procedimiento de inmunofluorescencia. Para ello se 
utilizaron anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos contra las 
inmunoglobulinas de las especies en las cuales se obtuvieron los anticuerpos primarios. 
Los anticuerpos primarios contra nestina, NeuN, calbindina, Bcl-2, frataxina y ferroportina 
fueron visualizados mediante el procedimiento de inmunoperoxidasa. Para ello se 
incubaron las secciones con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente 
(DakoCytomation, Denmark) y posteriormente con el complejo streptavidina–biotina–
peroxidada (DakoCytomation). El complejo unido al tejido fue visualizado utilizando 
Diaminobencidina (DAB) como sustrato de la peroxidasa (DAB+Substrate-Chromogen 
System, DakoCytomation, Denmark). Para llevar a cabo la inmunodetección de 
Bromodeoxiuridina (Brdu),  las secciones fueron tratadas con HCl 2N a 37ºC durante 30 
minutos y lavadas en tampón PBS antes de la incubación con la disolución de bloqueo, 
prosiguiendo después con la técnica de inmunofluorescencia descrita anteriormente. Una 
serie de secciones fueron procesadas para la detección de microglía/macrófagos. Las 
secciones fueron incubadas con disolución de bloqueo y posteriormente con isolectina B4 
(IB4) conjugada a peroxidasa (1/20) (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO) durante 2 horas. 
Finalmente, el producto de la reacción fue detectado con Diaminobencidina. Las 
secciones fueron cubiertas con un medio de montaje que contenía  p-fenilenodiamina y 
bisbencimida (Hoechst 33342, Sigma)  para la detección de los núcleos celulares. 
 
8.3 Tinción con FluoroJade B para la detección de neuronas en degeneración. 
Las secciones cerebrales fueron teñidas con FluoroJade B según el protocolo descrito por 
Schmued y cols (Schmued y Hopkins, 2000). Brevemente, los cortes de criostato se 
introdujeron en una estufa a 50º C hasta estar completamente secos. Posteriormente se 
sumergieron en una disolución de hidróxido sódico al 1%  en alcohol al 80 % durante 5 
minutos. Seguidamente se trataron 2 minutos con alcohol al 70% y 2 minutos con agua 
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destilada. A continuación se transfirieron a una disolución de permanganato potásico al 
0,06% durante 30 minutos, y posteriormente se realizaron varios lavados en agua 
destilada. La disolución de marcaje se preparó a partir de una disolución madre de 
FluoroJade B (0,1 mg/ml) (Chemicon, Temecula, CA) que se diluyó  al 0,01%. Después de 
20 minutos de incubación a temperatura ambiente, se retiró el exceso de líquido y se 
colocaron los portas en una estufa a 50º C hasta el secado completo. Finalmente, los 
cortes se sumergieron en Xilol durante 2 minutos antes de su montaje con DEPEX (Sigma, 
Chem Co, St louis, MO).  
 
8.4 Análisis Morfométrico.  
Para la estimación cuantitativa, se utilizó un microscopio Olympus Bx51 (Olympus, 
Ballerup, Dinamarca) junto con el sistema de análisis estereológico computarizado 
CASTGRID (Olympus, Ballerup, Dinamarca). 
 
8.4.1 Análisis morfométrico para la cuantificación de las neuronas en la oliva inferior y en 
los núcleos profundos del cerebelo de ratas atáxicas.  
Con el fin de estudiar la oliva inferior se realizaron cortes coronales en criostato de 20μm 
de grosor a lo largo de la mayor parte de su longitud (Fig.5D). Para el análisis 
morfométrico, se seleccionaron cortes de 3 niveles de la oliva en sentido antero-
posterior, separados entre sí por una distancia aproximada de 400 μm. Como muestra la 
Fig.5, en los niveles 1 y 2 se visualizan los dos pliegues de la oliva principal (OP), mientras 
que en el nivel 3 se detectan los pliegues horizontal y vertical de la oliva accesoria medial 
(OAM). En los tres niveles se visualizan los pliegues de la oliva accesoria dorsal (OAD). 
Estos niveles se corresponden con las coordenadas del atlas estereotáxico de Paxinos y 
Watson (Paxinos y Watson, 1997) siguientes: -11.96 mm (nivel 1), -12.80 mm (nivel 2) y -
13.30 mm (nivel 3) desde Bregma.  
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Figura 5.- Inmunodetección de calbindina en la oliva inferior de la rata sana. En A, B y C se muestran cortes 
coronales del tronco cerebral de la rata sana en los niveles 1, 2 y 3 a lo largo del eje longitudinal de la oliva 
inferior. La visualización de las neuronas de la oliva con el inmunomarcaje para calbindina (negro) pone de 
relieve la característica forma de la oliva en los tres niveles seleccionados.  OAD: oliva accesoria dorsal; 
OAM: oliva accesoria medial; OP: oliva principal. Barra de escala: A-C (200µm).  
 
Para la estimación cuantitativa de neuronas y microglía en la oliva inferior, el área de la 
oliva inferior en el nivel 2 fue perfilada y medida en cada sección coronal usando el 
objetivo 10X, con el fin de asegurar que las áreas de  los distintos animales analizados 
fueran comparables. El número de células fue valorado dentro del área delimitada 
usando el objetivo 20X y fue expresado como células positivas/sección.  
Para el estudio histológico del cerebelo se analizaron 3 niveles (C1-C3) en sentido antero-
posterior. En el nivel C1 se visualizaron los núcleos profundos en su mayor extensión (-
11,30 a -11,60 mm desde Bregma); en los niveles C2 (-12,30 mm desde Bregma) y C3 (-
13,20 mm desde Bregma) se analizaron porciones más posteriores del cerebelo, en las 
que se distribuyen una gran parte de las fibras trepadoras de los axones procedentes del 
nivel 2 de la oliva (Fig. 5).  
La estimación cuantitativa del número de neuronas calbindina-positivas en los núcleos 
profundos del cerebelo se realizó en los cortes del nivel C1 especificado arriba. Se 
tomaron imágenes panorámicas de los 3 núcleos profundos (fastigial, interpuesto, y 
dentado) de cada hemisferio del cerebelo, utilizando el objetivo 10x y la función de 
fotocomposición del software de Nikon NIS elements, acoplado a un microscopio Nikon 
Eclipse Ti-e equipado con una cámara Nikon DS-2MV. Las células positivas para calbindina 
se expresaron como células positivas /sección. 
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8.4.2  Análisis morfométrico para la cuantificación de neuronas y células de microglía de 
la médula espinal de los ratones YG8R. 
Para el estudio de los ganglios de la raíz dorsal y la médula espinal se analizaron cortes 
coronales de 8 μm de grosor de los 3 niveles seleccionados de cada médula (cervical, 
torácica y lumbar). Para la estimación cuantitativa de las neuronas y células de la 
microglía de la sustancia gris se tomaron imágenes panorámicas de la sustancia gris de 
cada región de la médula, utilizando el objetivo 10x y el mismo software y microscopio 
descrito en el párrafo anterior. Se determinó el área  correspondiente a la sustancia gris 
en los 3 niveles de la médula espinal, y el número de neuronas NeuN-positivas y de 
células de microglía IB4-positivas presentes en esta área fue expresado como células 
positivas/mm2.  
 
9. DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS. 
 
9.1 Preparación de extractos tisulares. 
 
9.1.1 Disección del tejido. 
Los animales se anestesiaron con una mezcla de oxígeno e isoflurano al 4% y a 
continuación se sacrificaron por decapitación con guillotina. Rápidamente se extrajo el 
cerebro para su procesamiento y se diseccionaron las distintas regiones cerebrales 
siguiendo la metodología descrita por Carlsson y Lindqvist (Carlsson y Lindqvist, 1973). En 
las ratas lesionadas con 3-AP las estructuras diseccionadas fueron cerebelo y tronco. En el 
caso de los ratones YG8R las estructuras diseccionadas fueron cerebelo, tronco, corteza, 
medula y una porción del corazón. Una vez obtenido el tejido, se procesó 
inmediatamente o se almacenó a -80º C para su posterior utilización. La  manipulación del 
tejido y el procesado posterior se realizó siempre a 4ºC. 
 
9.1.2 Procesado del tejido. 
Los distintos tejidos se homogeneizaron manualmente con un homogeneizador vidrio-
vidrio tipo Dounce en proporción 1:8 (p:v) empleando un tampón de homogeneización 
isotónico (pH 7,6) compuesto por Tris-HCL 20 mM, KCl 140 mM, Mg(CH3COO)2  5mM, DTT 
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1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 2 mM, Tritón X-100 al 0,5%, pepstatina A 10 µg/ml, leupeptina 
10 µg /ml, antipaína 10 µg/ml, benzamidina 2 mM, β-glicerofosfato 20 mM, molibdato 
sódico 20 mM y ortovanadato sódico  200 µM. 
El tejido homogeneizado en tampón isotónico se centrifugó a 11.000g a 4ºC durante 20 
minutos (Centrífuga eppendorf, Mod. 5415R, Alemania) y se separó el sobrenadante. 
Posteriormente, se hicieron alícuotas que se almacenaron a -80ºC hasta su posterior 
utilización.  
 
9.2 Determinación de la concentración de proteínas. 
La determinación de la concentración de proteínas se realizó utilizando el método de BCA 
(BCA protein assay kit, Pierce). El ensayo de BCA combina el principio de la reducción por 
parte de las proteínas del ión Cu+2 a ión Cu+1 en presencia de medio alcalino (reacción de 
Biuret) con la alta sensibilidad de detección colorimétrica de los cationes Cu+1 por el ácido 
bicinconínico (BCA). El producto de la reacción de este ensayo se forma por la interacción 
de dos moléculas de BCA con una molécula de ión cuproso Cu+1. Este compuesto presenta 
absorbancia a una longitud de onda de 562 nm. Se realizó una curva patrón con albúmina 
de suero bovino (BSA) 2 mg/ml con concentraciones crecientes desde 62,5 µg/ml hasta 2 
mg/ml. La reacción se llevó a cabo a 37º C durante 30 minutos en un horno de hibridación 
(Stuart Scientific, Mod. SI20 H, Reino Unido). Las medidas espectro-fotométricas se 
realizaron en un lector de placas automático (Tecan, Mod. F200, Grödig, Austria). 
 
9.3 Técnicas de separación y análisis de proteínas (western blot). 
 
9.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 
La electroforesis en geles de poliacrilamida se llevó a cabo utilizando un sistema de 
electroforesis analítica vertical de proteínas (BIO-RAD,  Mod. Tetra Cell, California, EEUU). 
Para llevar a cabo la electroforesis disociante se emplearon geles de poliacrilamida  de 1 
mm de grosor en presencia de dodecil-sulfato-sódico (SDS) al 0,1%. Como agentes 
polimerizantes se utilizaron N-N-N´-N´-tetrametilen-diamina al 0,86% y persulfato 
amónico 2,14 μg/μl. Las muestras se prepararon en el tampón de carga (Tris–HCl 60 mM, 
SDS 3%, β-mercaptoetanol 2%, glicerol 5% y azul de bromofenol 0,0083%) (pH 6,8). Se 
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cargaron 30 μg de proteína de cada muestra y se resolvieron a 200 V durante 1 hora 
utilizando una fuente de alimentación (BIO-RAD, Mod. Power Pack Basic, California, 
EEUU).  El tampón empleado para desarrollar la electroforesis fue Tris-Glicina (Tris 250 
mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1%) (pH 8,3).  
 
9.3.2 Transferencia a membrana. 
Las proteínas separadas por electroforesis (SDS-PAGE), se transfirieron a membranas de 
Nitrocelulosa  de 0,45 µm (Hybond-ECL, GE Healthcare). 
El sistema de transferencia utilizado fue un sistema de transferencia continuo y en 
húmedo (BIO-RAD, Mod. Mini Trans-blot module, California, EEUU)  en el que se utilizó el 
tampón: Tris-Glicina/Metanol (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%) (pH 8,3). El 
sistema se preparó de la siguiente manera: con todos los elementos sumergidos en 
tampón de transferencia, sobre el ánodo se colocó una esponja, a continuación cuatro 
papeles de transferencia seguidos del gel, la membrana de Nitrocelulosa (previamente 
embebida en tampón de transferencia), otros cuatro papeles de transferencia y otra 
esponja. La cubeta se llenó de tampón y la transferencia del sistema se realizó durante 1 
hora a voltaje constante de 100V y a 4º C usando una fuente de alimentación (BIO-RAD, 
Mod. Power Pack Basic, California, EEUU).  
 
9.3.3 Inmunodetección. 
Una vez que las proteínas se han resuelto y transferido correctamente, se detectan 
mediante el uso de anticuerpos específicos detallados en la tabla 2. 
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Anticuerpo 1º PM (KDa) Tipo Dilución Casa Comercial 
Akt 60 Policlonal de conejo 1/2000 Cell Signaling 
Akt(Ser473P) 60 Policlonal de conejo 1/2000 Cell Signaling 
β-Actina 42 Monoclonal de ratón 1/5000 Sigma Aldrich 
Proteína X asociada a         
Bcl-2 (Bax) 
23 Policlonal de conejo 1/300 Santa Cruz 
Biotech 
B-cell lymphoma 2               
(Bcl-2) 
29 Monoclonal de ratón 1/400 Santa Cruz 
Biotech 
Calbindina 28 Policlonal de conejo 1/5000 Millipore 
Complejo IV (CIV) 35 Monoclonal de ratón 1/1000 Invitrogen 
Doblecortina (Dcx)  45 Policlonal de cobaya 1/3000 Chemicon 
Frataxina (FXN) 18 Monoclonal de ratón 1/1000 Millipore 
Ferroportina (FPN) 63 Policlonal de conejo 1/1000 Bioss 
GAPDH 37 Monoclonal de ratón 1/5000 Sigma Aldrich 
Proteína Ácida Fibrilar Glial 
(GFAP) 
50 Policlonal de conejo 1/5000 Dako 
Receptor 1 de Glutamato 
(GluR1) 
110 Monoclonal de ratón 1/5000 Millipore 
Transportador de Glucosa 5 
(Glut-5) 
55 Policlonal de conejo 1/500 Abcam 
Antígeno Nuclear Neuronal 
(NeuN) 
44-46 Monoclonal de ratón 1/2000 Millipore 
OX6 29 Monoclonal de ratón 1/1000 AbD Serotec 
Antígeno Nuclear de Células 
Proliferantes (PCNA) 
36 Policlonal de conejo 1/1000 Santa Cruz 
Biotech 
 
Tabla 2.- Anticuerpos primarios empleados en western blot. (PM: Peso molecular).  
 
9.3.4 Revelado por quimioluminiscencia. 
La membrana de nitrocelulosa, antes ser incubada con el anticuerpo primario, se bloqueó 
durante 1 hora con blotto al 5% en PBS 0,1 M (pH 7,4). Los anticuerpos fueron diluidos en 
PBS-blotto al 1% y se incubaron con la membrana toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos 
secundarios utilizados fueron anti-IgG de ratón (1/2000) (GE Healthcare), anti-IgG de 
ratón (1/2000) (Sigma), anti-IgG de conejo (1/2000) (GE Healthcare) o anti-IgG de cobaya 
(1/3000) (Rockland) conjugados a peroxidasa, se diluyeron en PBS-blotto al 1% y se 
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incubaron con la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente. Entre las 
incubaciones con los anticuerpos y antes del revelado, la membrana se lavó 3 veces  
durante 10 minutos con Tween 0,05% en PBS 0,1 M (pH 7,4). 
Para desarrollar el revelado, se utilizó el procedimiento y los reactivos recomendados por 
el fabricante de ECLTM (GE Healthcare),  Bio-Rad Immun-Star HRP Substrate ó Pierce 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate. Se empleó un sistema de 
quimioluminiscencia en el que la emisión de la luz es captada en una placa fotográfica 
(Amersham Hyperfilm TM ECL). Después de llevar a cabo diferentes tiempos de exposición 
de la membrana, la película se introdujo en una reveladora automática (Fujifilm, Mod. 
FPM-100A, Tokio, Japón). 
 
9.3.5 Revelado del control de carga con fosfatasa alcalina. 
Para llevar a cabo la inmunodetección de la proteína β-Actina (control de carga), se 
bloqueó la membrana con BSA al 5% en PBS 0,1 M (pH 7,4) durante 1 hora. El anticuerpo 
primario anti-β-Actina (Sigma) (1/5000) se diluyó en PBS-BSA al 1% para la incubación de 
la membrana durante una hora a temperatura ambiente. Como anticuerpo secundario se 
utilizó un anti-IgG de ratón conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma)  diluido (1/5000) en 
PBS-BSA al 1% con el que se incubó la membrana durante 1 hora a temperatura 
ambiente. La membrana se lavó 3 veces  durante 10 minutos con PBS-Tween al 0,05% 
entre las incubaciones con los anticuerpos. 
La actividad fosfatasa alcalina se reveló con azul de nitrotetrazolio/x-fosfato (NBT) 0,3 
mg/ml  y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 0,15mg/ml,  ambos diluidos 1/100 en 
tampón AP (Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM y MgCl2  5 mM) (pH 9,5). La reacción se 
detuvo con H2O MilliQ®. 
 
9.3.6 Re-inmunodetección. 
Para los experimentos en los que se necesitó detectar varios anticuerpos en la misma 
membrana, como en los casos de detección de los niveles fosforilados y totales de una 
proteína, antes de proceder a la re-inmunodetección, se incubó la membrana durante 45 
minutos a 50ºC con Glicina 1M,  pH 3,1 para eliminar el anticuerpo primario y secundario 
de la primera inmunodetección. 
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9.3.7 Análisis densitométrico.  
Una vez detectadas las bandas correspondientes a las proteínas de interés, se realizó su 
análisis empleando un analizador de imagen equipado con el paquete informático Image 
Quant TL (GE Healthcare, Reino Unido). Los datos se obtuvieron en unidades de densidad 
óptica/mm2 y fueron corregidos por el control de carga (β-actina o GAPDH). Los datos 
correspondientes a fosforilación siempre se expresaron relativos a la cantidad total de la 
proteína estudiada.  
 
 
10. ANÁLISIS CONCENTRACION GLUTATION EN MUSCULO. 
 
Los niveles de glutatión se midieron siguiendo el protocolo descrito por Tietze y cols. 
(Tietze, 1969). Se trata de un ensayo enzimático basado en la oxidación de la forma 
reducida de glutatión por el compuesto 5.5'-ditiobis-2-ácido nitrobenzoico (DTNB), el 
DTNB al reducirse en esta reacción, incrementa su absorbancia a 412 nm. Por la acción de 
la enzima glutatión reductasa (GR) se recicla el glutatión oxidado (GSSG) para dar 
glutatión reducido (GSH) y se repite el proceso incrementando la absorbancia a 412 nm  
en cada ciclo. 
Las muestras preparadas en acido perclórico (PCA) 0,4 N se neutralizaron con 4 
volúmenes de un tampón Na2HPO4 0,2M, NaH2PO4 0,2M  y EDTA 0,5M, pH 7,5. De esta 
muestra se realizó otra dilución en 9 volúmenes de un tampón que contenía 8 ml de 
tampón Na2HPO4 0,2M, NaH2PO4 0,2M  y EDTA 0,5M, pH 7,5 y 2 ml de PCA 0,4 N. Se 
recogieron 50 µl y se añadieron DTNB (6 mM), NADPH (0,35 mM) y glutatión reductasa 
(GR). La reacción enzimática se monitorizó en un lector de placas automático (Tecan, 
Mod. F200, Grödig, Austria) midiendo la absorbancia a 412 nm durante 6 minutos (13 
medidas cada 30 segundos). Se realizó en paralelo una curva patrón de GSH con 
concentraciones crecientes de 6,25 hasta 200 ng. 
El GSSG se determinó por el método de Griffith (Griffith, 1980). Después de la extracción 
con PCA y posterior neutralización del pH, el GSH se derivatizó con 2-vinilpiridina durante 
1 hora, impidiendo así que reaccionase con el DTNB. El GSSG presente en las muestras es 
reducido a GSH por la GR. Este GSH es capaz de reducir el DTNB, obteniéndose así la 
Material y Métodos 
   
    
   
 
78 
concentración de GSSG. Los niveles de glutatión reducido se calcularon restando del 
glutatión total el glutatión oxidado. La concentración se expresó en ng/mg tejido. 
 
 
11. MICRODIÁLISIS. 
 
11.1 Reactivos y materiales. 
El medio de perfusión estándar fue una disolución Krebs-Ringer suplementado con 
bicarbonato (KRB) compuesta por (en mM): 122 NaCl, 3 KCl, 25 NaHCO3, 0,4 KH2PO4, 1,2 
MgSO4 y 1,2 CaCl2, preparándola siempre el mismo día del experimento. El medio de 
perfusión con alto contenido en K+ (75mM) se preparó reduciendo de forma equimolar la 
concentración de NaCl, de manera que la disolución resultante fuese isoosmótica.   
Todas las disoluciones fueron preparadas con agua destilada y desionizada obtenida de 
un sistema de purificación de agua (Milli-Q Millipore, Bedford, MA, U.S.A.). La 
osmolaridad de los medios de perfusión fue determinada por un micro-osmómetro 
(Advanced Instrument Mod.3MO, Norwood, MA, U.S.A.). El valor medio del KRB fue 285 ± 
1 mOsm (n=7) y del KRB-75mM KCl fue 281 ± 2 mOsm (n=7). 
 
11.2 Animales y procedimiento quirúrgico 
Para los experimentos de microdiálisis se utilizaron 7 ratas sanas, cuyo peso estuvo 
comprendido entre 200 y 280 g (grupo control) y 9 ratas lesionadas con 3-AP (40 mg/kg), 
de 8 días de evolución, que recibieron 2 inyecciones i.p de LGF (grupo 3-AP+LGF) o 
vehículo (grupo 3-AP) durante una semana.  
Para proceder a la cirugía, los animales fueron anestesiados con Isofluorano al 2%. 
Posteriormente la cabeza de los animales se inmovilizó fijándola al arco estereotáxico 
(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, U.S.A.). A continuación se practicó una incisión 
anteroposterior de la piel sobre la línea media de la calota, desde unos milímetros 
anterior al bregma hasta unos milímetros posterior al lambda, liberándose el cráneo de su 
periostio y desinsertando las aponeurosis de los músculos temporales en su región más 
dorsal. Tras la fijación de los bordes de la incisión quirúrgica con un separador de piel, se 
marcaron, por medio de los micromanipuladores, las coordenadas estereotáxicas que 
Material y Métodos 
   
    
   
 
79 
utilizamos en la corteza cerebelosa (Fig.7) para proceder a la realización de los trépanos. 
La temperatura corporal se mantuvo a 37ºC con una manta eléctrica retroalimentada y 
monitorizada por medio de una sonda rectal.  
 
11.3 Microdiálisis. 
Se utilizaron sondas de microdiálisis (CMA/11 Microdyalisis Probe) de 240 µm de 
diámetro externo, con un 1mm de longitud de área activa.  
La colocación de la sonda de diálisis, se realizó utilizando las coordenadas del atlas 
estereotáxico de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1997):  
Coordenada anteroposterior (AP) -11,30, coordenada lateral (L) 0 y coordenada vertical 
(V) -2,5 mm. (Fig.6). 
La calota se dispuso en un plano horizontal que comprendía los puntos bregma y lambda, 
utilizándose el primero como referencia espacial para el cálculo de las coordenadas 
anteroposteriores y laterales. Las coordenadas verticales se calcularon utilizando como 
referencia la superficie de la corteza cerebral. Una vez señalada la coordenada, se 
trepano la calota con una broca y a continuación se resecó la duramadre con el fin de 
permitir una fácil entrada de la sonda en el parénquima cerebral. Las sondas se colocaron 
en la corteza cerebelosa, con la ayuda de manipuladores estereotáxicos (David Kopf 
Instruments, Tujunga, CA, U.S.A). 
 
Figura 6.- Esquema representativo de la coordenada estereotáxica tomadas para la realización de la 
microdiálisis en la corteza cerebelosa. La cruz muestra el punto indicado por las coordenadas donde se 
insertó la sonda de microdiálisis y se recolectaron las muestras. (Modificado de Paxinos y Watson, 1997). 
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A través de las sondas implantadas (Fig.7) se perfundió una disolución de KRB estándar o 
modificada (rica en cloruro potásico (75 mM KCl)), para provocar la despolarización del 
tejido y así inducir liberación de los neurotransmisores. El  flujo utilizado fue de 2µl/min 
con la ayuda de bombas de jeringa (Bioanalytical Systems, West Lafayette, ID, U.S.A.). 
Cada sonda de microdiálisis se utilizó en tres experimentos. 
 
Figura 7.- Esquema del dispositivo de diálisis cerebral (dialitrodo). 
 
El protocolo experimental fue el siguiente: Una vez implantadas las sondas se inició la 
perfusión con KRB. Los primeros 90 minutos se consideraron como periodo de 
equilibrado y no se recogieron los perfundidos. A partir de ese momento se tomaron 
muestras de 10 min. Los siguientes 60 minutos constituyeron el periodo control, una vez 
finalizado éste se cambió el medio de perfusión a KRB modificado que se mantuvo 
durante 30 minutos. A continuación se volvió a cambiar el medio de perfusión a KRB  
(periodo de lavado) y se mantuvo durante 90 minutos adicionales. Los perfundidos se 
guardaron a -20ºC hasta el análisis de aminoácidos. Una vez finalizado el experimento, 
con el fin de comprobar la colocación de las sondas, el animal se perfundió 
intracardiacamente y se extrajo el cerebro para su posterior procesamiento histológico. 
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11.4 Método de determinación de aminoácidos neurotransmisores por cromatografía 
líquida de alta eficacia (HPLC). 
El contenido de aminoácidos en los perfundidos de microdiálisis se evaluaron con HPLC, 
con el método de derivatización precolumna con o-phthaldialdehyde (OPA) y detección 
fluorimétrica (Jones y cols., 1981). De forma breve, el método consistió en la reacción de 
los aminoácidos con OPA en presencia de un mercaptano en un medio alcalino (32 mg de 
o-phthaldialdehyde + 800 µl de metanol  + 7140 µl de tampón borato sódico 0.4 molar ph 
9,5 + 60 µl de 3-mercaptopropiónico). Dicha  reacción se mantiene durante un minuto 
tras el cual se añade acido acético glacial al 5% para detenerla.  
La fase móvil estuvo constituida por dos mezclas: fase A compuesta por tampón acetato 
sódico pH 5,88, previamente filtrado y metanol  90:10, seguido de sonicación y fase B 
compuesta por metanol  y agua destilada milliQ, 70:30,  seguido de sonicación. 
La columna utilizada es del tipo Luna de tamaño de partículas 3 m C18 Phenomenex 150 
X 4,6 mm. y  se mantuvo termostatizada a una temperatura de 32.5 ºC. 
El sistema suministró una elución en gradiente comenzando con %B 10 y %A 90: 
 En el minuto 0, %B 15 y %A 85 
 En el minuto 5, %B 48 y %A 52 con una duración de 8 minutos 
 En el minuto 13, %B 50  y %A 50 con una duración de 2 minutos 
 En el minuto 15, %B 80  y %A 20 con una duración de 9 minutos 
 En el minuto 24, %B 80  y %A 20 
 En el minuto 25, %B 80 y %A 20 
  En el minuto 27, %B 100 y %A 0 
 En el minuto 29, %B 100 y %A 0 
 En el minuto 30 vuelve a las condiciones iniciales %B 10 y %A 90. 
EL flujo se mantiene durante todo el análisis a 0,5ml/minuto. 
La detección  se llevó a cabo con un Fluorímetro FP-2020 de Jasco. Fijando la longitud de 
onda de excitación a 240 nm y la de emisión a 450 nm. La concentración de cada 
aminoácido se calculó contra un patrón calibrado externo. 
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12. ESTUDIO DEL MUSCULO CARDIACO EN LOS RATONES YG8R. 
Los estudios de funcionalidad e inmunohistoquímica de los corazones realizados en los 
ratones YG8R fueron llevados a cabo con la colaboración de la Dra. María del Carmen 
González y el Dr. Javier Regadera, de los Departamentos de Fisiología y de Anatomía e 
Histología y Neurociencia de la Facultad de Medicina de la UAM. El tejido muscular 
cardiaco ventricular fue fijado en paraformaldehído al 4% en tampón fosfato salino 0,1 M 
(PBS) y procesado para su inclusión en parafina. Se realizaron secciones coronales de 5 
μm de grosor, que se tiñeron con hematoxilina-eosina, tinción tricrómica de Masson y 
tinción del ácido periódico-reactivo de Schiff (PAS). Para cuantificar el tamaño del 
músculo cardiaco del ventrículo izquierdo, se utilizó la primera sección coronal 
subvalvular de cada corazón, teñida con tricrómico de Masson, y una escala milimétrica 
(KODAK RFS 3570 Escáner de película, Flubacher + Co. F + C). Los datos se expresaron 
como superficie de músculo cardiaco ventricular por milímetro (mm) de capa epicárdica, 
ya que las secciones valoradas de los distintos corazones no estaban exactamente al 
mismo nivel y sus cavidades ventriculares tenían distinto tamaño. El tamaño de los 
cardiomiocitos de cada ventrículo izquierdo fue medido en tres campos fotográficos 
visualizados a gran aumento (objetivo 40x). Se midió el diámetro menor de los 
cardiomiocitos rechazándose los perfiles celulares que tenían un diámetro inferior a 16 
micras por considerarlos ramificaciones de las células musculares, y los que tenían 
diámetros superiores a 36 micrómetros, por no tener bien delimitados los bordes de los 
cardiomiocitos. 
 
 
13. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS. 
 
Los resultados fueron expresados como la media ± EEM (error estándar de la media) de 
(n) animales independientes. Los análisis estadísticos se realizaron con los tests de, 
ANOVA de una vía seguido del test para comparaciones múltiples de Newman-Keuls y 
ANOVA de dos vías seguido del test de Newman-Keuls, considerándose las diferencias 
significativas para p ≤ 0,05. Para llevar a cabo el análisis de los datos y la obtención de 
gráficos, se utilizó el programa Prism 5 (GraphPad software, California, EEUU). 
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1- PUESTA A PUNTO Y CARACTERIZACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL DE ATAXIA 
CEREBELOSA INDUCIDO POR 3-AP. 
 
1.1- Efecto de la inyección intraperitoneal (i.p.) de 3-AP sobre la conducta motora y el 
número de neuronas de la oliva inferior. 
Para la evaluación de la conducta motora, los animales sanos, necesitaron un periodo de 
habituación de varias sesiones hasta lograr mantenerse entre 30-60 segundos sobre la 
barra motorizada durante el test de aceleración. Aproximadamente un 17 % de los 
animales no respondieron a la prueba de coordinación motora por lo que fueron 
eliminados del estudio. Al lesionar los animales seleccionados con 40 mg/kg de 3-
acetilpiridina (3-AP), la mayoría de ellos, sufrió un empeoramiento progresivo en la 
coordinación motora, manifestándose una reducción significativa en el tiempo de 
permanencia en aceleración a partir de los quince días post-lesión (Fig.1), aunque entre el 
tercer y el octavo día ya eran visibles los signos de ataxia.  
 
Figura 1.- Efecto de la lesión con 40 mg/kg de 3-AP sobre la coordinación motora. En el eje de ordenadas se 
muestra el tiempo de permanencia en aceleración (medido en segundos) de las ratas sanas (círculos 
blancos) y de las ratas lesionadas con 40 mg/kg de 3-AP (círculos negros) en el rota-rod. Nótese como la 
coordinación motora disminuye progresivamente en los animales lesionados con la neurotoxina. Los 
resultados representan la media ± EEM de 11 animales independientes. ** p≤0,01 vs rata sana. 
 
El Fluorojade B es un reactivo que permite detectar neuronas en degeneración y glía 
reactiva (Schmued y Hopkins, 2000; Anderson y cols., 2003; Damjanac y cols., 2007). La 
inyección i.p. de 40 mg/kg de la neurotoxina 3-AP, provocó muerte celular en el tronco del 
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encéfalo (Fig. 2). A los 3 días post-lesión la mayoría del marcaje positivo para FluoroJade B 
se observó en las neuronas de la oliva inferior (Fig. 2A), mientras que a los 8 días post-
lesión el marcaje positivo para FluoroJade B se observó en las neuronas dañadas y en las 
células gliales (Fig. 2 D). A los 24 días post-lesión prácticamente no se detectaron 
neuronas dañadas, asociándose el marcaje para FluoroJade B con células gliales (Fig. 2 E).  
 
Figura 2.- Tinción para FluoroJade B en el tronco del encéfalo de las ratas lesionadas con 3-AP. Se muestra la 
detección de las neuronas degeneradas marcadas con FluoroJade B (verde), en distintos cortes transversales 
del tronco del encéfalo correspondientes con la zona 2 de la oliva inferior de la rata sana (B) y lesionada con 
3-AP a los 3 días post-lesión (A y C), a los 8 días post-lesión (D) y a los 24 días post-lesión (E). Barra de escala: 
A (50µm); B-E (100 µm). 
 
La calbindina es una proteína capaz de unirse al ión calcio con alta afinidad,  se expresa en 
las neuronas de la oliva inferior y en las células de Purkinje (CP) del cerebelo (Schwaller y 
cols., 2002). En las ratas sanas, las neuronas de la oliva inferior expresaron calbindina, 
observándose una distribución distinta de dichas neuronas dependiendo del nivel de la 
oliva analizado (Fig. 3, A-B y Fig. 5 de la sección de métodos). A los 40 días post-lesión con 
3-AP, los animales que mostraron un empeoramiento motor progresivo, presentaron una 
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disminución significativa en el número de células calbindina-positivas en los distintos 
niveles de la oliva inferior analizados (Fig. 3 C-D y E). 
 
Figura 3.- Efecto de la lesión con 3-AP en la expresión de calbindina en la oliva inferior. En A-D se muestra la 
inmunodetección de calbindina (marrón) en la oliva inferior de las ratas sanas (A, B) y de ratas lesionadas 
con 40 mg/kg 3-AP (C, D). En B y D se muestran los núcleos celulares marcados con Hoechst (azul). En E se 
muestra el número de neuronas calbindina-positivas remanentes en distintos niveles de la oliva inferior tras 
la lesión producida por la neurotoxina (barras negras), en comparación con las ratas sanas (barras blancas). 
Los resultados en E representan la media ± EEM de 4 a 12 animales independientes. ** P<0,01  *** P<0,001  
vs rata sana.   
 
Con el objeto de determinar la dosis más efectiva de la neurotoxina a utilizar en nuestra 
investigación, un grupo de ratas sanas fueron inyectadas con 15, 25, y 60 mg/kg de 3-AP. 
Tal y como se muestra en la Fig. 4 A, los animales que recibieron dosis de 15 y 25 mg/kg 
de 3-AP mostraron una disminución en la coordinación motora a los 3 y 8 días tras la 
inyección de la neurotoxina. Sin embargo, en los distintos niveles de la oliva inferior 
analizados en estos animales no se apreció ningún cambio en el número de neuronas 
calbindina-positivas  cuando se compararon con el grupo de ratas sanas (Fig. 4 B). Por otro 
lado, a los animales lesionados con 60 mg/kg de 3-AP hubo que sacrificarlos a las 24 horas 
post-lesión, ya que presentaban signos de cianosis y una ataxia severa, siendo incapaces 
de mantenerse en pie. El estudio inmunohistoquímico para calbindina de la oliva de éstos 
animales confirmó la muerte neuronal en la mayor parte de esta estructura (Fig. 4B). 
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Figura 4.- Efectos del tratamiento con distintas dosis de 3-AP sobre la coordinación motora y las neuronas 
calbindina-positivas de la oliva inferior.  En A se muestra la conducta motora de los animales tratados con 
15 y 25 mg/kg de 3-AP. Se observa una reducción en el tiempo de permanencia en aceleración (medido en 
segundos) a los 8 días de tratamiento con ambas dosis de la neurotoxina. En B se representa el número de 
neuronas calbindina-positivas en los 3 niveles de la oliva inferior analizados a los 15 días post-lesión. Nótese 
como en los animales tratados con 60 mg/kg de 3-AP durante 24 h el número de neuronas calbindina-
positivas disminuye en comparación con la rata sana, y con los animales tratados durante 8 días  con 15 y 
25 mg/kg de 3-AP. En A, los resultados representan la media ± EEM de 3 animales independientes. En B, los 
resultados representan la media ± EEM de 3 animales independientes (rata sana), o de un animal 
representativo tratado con las distintas dosis de 3-AP. 
 
 
1.2- Efecto de la inyección i.p. de 40 mg/kg de 3-AP sobre la proliferación de la microglía 
en la oliva inferior. 
Para determinar si el daño neuronal causado por la neurotoxina 3-AP en la oliva inferior 
promueve la proliferación de los progenitores neurales, y/o la generación de nuevas 
neuronas (neurogénesis), una serie de animales lesionados con 40 mg/kg de 3-AP de 3 y 8 
días de evolución recibieron una inyección i.p. diaria de 50 mg/kg de BrdU durante 15 
días. Al término de las inyecciones de BrdU, los animales se sacrificaron y la proliferación  
celular se estudió mediante técnicas de inmunohistoquímica.  Tal y como se muestra en la 
Fig. 5A, la oliva inferior de los animales en los que el tratamiento con BrdU se inició al 
tercer día post-lesión, mostró la presencia de un gran número de células BrdU-positivas 
(Fig. 5 G). El índice de proliferación fue directamente proporcional al grado de lesión de la 
oliva, es decir, al número de células calbindina-positivas remanentes en la oliva, 
considerando lesión de grado medio a las olivas con 330 ± 3 neuronas (grupo 3-AP 1) y 
lesión de grado alto a las que tuvieron 83 ± 10 neuronas (grupo 3-AP 2) (Fig. 5 H). 
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Por otro lado, las olivas de aquellos animales en los que se inició el tratamiento con BrdU 
al octavo día post-lesión no mostraron prácticamente células BrdU-positivas, sugiriendo 
que la mayor parte de la respuesta proliferativa está asociada a los primeros estadíos del 
daño neuronal producido por la neurotoxina. 
 
Figura 5.- Efecto de la lesión con 3-AP sobre la proliferación celular. En A se muestra la inmunotinción para 
BrdU (rojo) en la oliva inferior de una rata tratada con 40 mg/kg de 3-AP. En B-F se muestran dobles 
inmunomarcajes para ß-tubulina III (B, verde), GFAP (C, verde), RIP (D, verde), OX6 (E, verde), e IB4 (F, 
verde) con los marcadores de proliferación celular BrdU (B, C y F, rojo), y PCNA (D y E, rojo). Nótese el 
comarcaje de los marcadores de microglía OX6 (E, verde) e IB4 (F, verde) con los marcadores de 
proliferación PCNA (E, rojo) y BrdU (F, rojo) en la oliva inferior de la rata lesionada con 40 mg/kg de 3-AP.  
Barra de escala: A (50 µm), B-E (25 µm) y F (15 µm). En G y H se muestra el número de células BrdU-positivas 
(G) y de neuronas calbindina-positivas (H) en la oliva inferior de la rata sana (barras blancas) y de ratas 
lesionadas con 3-AP con pérdida neuronal media (3-AP 1) y pérdida neuronal alta (3-AP 2) (barras negras). 
Nótese como el aumento en células positivas para BrdU se correlaciona con una mayor pérdida en el 
número de células positivas para calbindina (H). Los resultados en G y H representan la media ± EEM de 3-4 
animales independientes. *p≤0,05  **p≤0,01  vs rata sana. 
 
Para determinar el fenotipo de las células proliferantes realizamos una doble-
inmunotinción con los marcadores de proliferación BrdU ó PCNA, y con marcadores 
específicos de neuronas (-tubulina III y doblecortina), astrocitos (GFAP), y 
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oligodendrocitos (RIP). Tal y como se muestra en la Fig. 5 B, C y D, no se observaron 
dobles marcajes entre las células en proliferación, y los distintos marcadores neurales 
analizados. Tampoco se detectaron células doblecortina-positivas en las olivas de los 
animales tratados con 3-AP, indicando la ausencia de neuroblastos en migración.  
La proliferación de la microglía se ha asociado con la patogénesis de algunas 
enfermedades neurodegenerativas. Tras la lesión con 3-AP, la mayoría de las células en 
proliferación de la oliva inferior expresaron los marcadores de microglía IB4 (Fig.5 E) y de 
microglía activada OX6 (Fig.5 F).  
 
1.3- Efecto de la inyección i.p. de 40 mg/kg de 3-AP sobre marcadores de la función 
cerebelosa.  
Como hemos visto, la inyección i.p. de 40 mg/kg de 3-AP provocó una muerte neuronal 
selectiva en la oliva inferior. La oliva inferior tiene una gran importancia en el 
funcionamiento del cerebelo, ya que es el origen de las fibras trepadoras que envían 
señales glutamatérgicas excitatorias a las CP. Al igual que las neuronas de la oliva inferior, 
las CP del cerebelo también expresan calbindina. Mediante técnicas de 
inmunohistoquímica comprobamos que en la corteza cerebelosa de la rata sana la 
inmunotinción para calbindina se observaba en el soma de las CP, en sus arborizaciones 
dendríticas de la capa molecular y en los axones que discurren por la capa granular y la 
médula (Fig. 6, A-B). Al igual que en la rata sana, la corteza cerebelosa de las ratas 
lesionadas con 3-AP también mostró inmunotinción positiva para calbindina en las CP, sin 
que aparentemente se observaran cambios significativos en la distribución de esta 
proteína  en comparación con la rata sana (Fig. 6, C-D). Sin embargo, la lesión con la 
neurotoxina disminuyó significativamente la expresión de la proteína calbindina en el 
cerebelo (Fig.6 E). 
Las CP proyectan sobre las neuronas de los núcleos profundos del cerebelo ejerciendo 
sobre ellos una acción inhibitoria mediante sinapsis gabaérgicas. La inmunotinción para 
calbindina mostró que en las ratas sanas, las neuronas de los núcleos profundos estaban 
rodeadas por una gran densidad de terminales sinapticos calbindina-positivos 
procedentes de los axones de las CP (Fig.11 D). Tal y como se observa en la Fig.6, la lesión 
con 3-AP disminuyó significativamente el número de neuronas asociadas a los terminales 
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calbindina-positivos en los núcleos fastigial (Fig.6 F) e interpuesto (Fig.6 G) del cerebelo, 
sin que se observaran cambios significativos en el núcleo  dentado.  
 
Figura 6.- Efecto de la lesión con 3-AP sobre la expresión de calbindina en el cerebelo. En A-D se muestra la 
inmunodetección de calbindina (marrón) en cortes coronales del cerebelo de la rata sana (A-B), y de la rata 
lesionada con 40 mg/kg de 3-AP (C-D). Nótese como la localización de la calbindina en los somas de las 
células de Purkinje (CP), en los árboles dendríticos de la capa molecular (CM), y en los axones que atraviesan 
la capa granular (CG) y la médula (M) es similar en ambos grupos experimentales. Barra de escala 200 µm en 
A y C, y 50 µm B y D. En E, se muestran los resultados de western blot para la expresión de calbindina en el 
cerebelo de la rata sana (barra blanca), y en el cerebelo de ratas lesionadas con 3-AP (barra negra). En F-H 
se muestra el número de neuronas asociadas a terminales calbindina-positivos en los núcleos profundos del 
cerebelo donde proyectan las CP. Los resultados representan la media ± EEM de 4 (F-H) y de 16 a 23 (E) 
animales independientes. *p≤0,05  ***p≤0,001 vs rata sana.  
 
Otro marcador expresado por las CP del cerebelo es el receptor 1 del Glutamato (GLUR1). 
El marcaje para GLUR1 se observó en los axones de las CP y sus arborizaciones dendríticas 
tanto en la rata sana (Fig. 7, A-B), como en la rata lesionada con 3-AP (Fig. 7, C-D). Al igual 
que sucedía con la calbindina, no se observaron diferencias en la distribución de esta 
proteína entre ambos grupos experimentales, pero sí se encontró una disminución en la 
expresión de GLUR1 en el cerebelo del grupo lesionado con 40 mg/Kg de 3-AP (Fig.7 E) 
con respecto al grupo de ratas sanas. 
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Figura 7.- Efecto de la neurotoxina 3-AP sobre la expresión de GLUR1 en el cerebelo. En A-D se muestra la 
inmunodetección de GLUR1 (marrón) en cortes coronales del cerebelo de la rata sana (A-B), y de la rata 
lesionada con 40 mg/kg de 3-AP (C-D). La lesión con 3-AP no modifica la localización de GluR1. CM: capa 
molecular, CG: capa granular, CP: células de Purkinje.  Barra de escala 200 µm en A y C, y 25 µm B y D. En E, 
se muestra el inmunoblot para GluR1 en el cerebelo de la rata sana (barra blanca), y en el cerebelo de ratas 
lesionadas con 3-AP (barra negra). Los resultados en E representan la media ± EEM de 12 a 13  animales 
independientes. *p≤0,05 vs rata sana. 
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2-. ADMINISTRACIÓN INTRAPERITONEAL DE LGF EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE 
ATAXIA CEREBELOSA INDUCIDO POR 3-AP. 
 
2.1- El tratamiento con LGF estabiliza el comportamiento motor en ratas con lesión de la 
oliva inferior promovida por 3-AP. 
Resultados previos han puesto de manifiesto el papel neurotrófico y/o neurogénico del 
LGF en el Parkinson experimental (Bazán y cols., 2005; Reimers y cols., 2006; Gonzalo-
Gobernado y cols., 2009; Reimers y cols., 2012; Gonzalo-Gobernado y cols., 2013). Para 
evaluar el potencial terapéutico del LGF en la ataxia cerebelosa, un grupo de ratas 
lesionadas con 40 mg/kg de 3-AP recibieron a los 8 días post-lesión 6 inyecciones i.p. de 
vehículo (salino) (grupo 3-AP), o de LGF (5µg/rata) (grupo 3-AP+LGF) a lo largo de 3 
semanas. Tal y como se muestra en la Fig. 8, el tiempo de permanencia en aceleración de 
los animales lesionados que recibieron vehículo (3-AP), disminuyó durante el periodo de 
tratamiento, hasta alcanzar un plató a los 24 días post-lesión que se mantuvo a lo largo 
del tiempo de experimentación analizado en este estudio (75 días).  
 
Figura 8.- Efecto del LGF sobre la coordinación motora en los animales lesionados con 3-AP. El tratamiento 
con LGF (5g/rata) a lo largo de 3 semanas (círculos grises) (3-AP+LGF) promueve una mejora significativa 
en la coordinación motora de los animales lesionados con 3-AP (40 mg/kg) en comparación con las ratas 
atáxicas que recibieron vehículo (círculos negros) (3-AP). Los resultados representan la media ± EEM de 17 a 
24 animales independientes. +≤0,05  ++≤0,01 +++≤0,001 vs 8 días post-lesión con 3-AP.  
 
Sin embargo, en los animales tratados con LGF la conducta motora tendió a estabilizarse, 
de manera que a la tercera semana de tratamiento, el tiempo de permanencia en 
aceleración fue similar al observado al inicio del tratamiento con el factor y 
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significativamente superior al observado en los animales que recibieron vehículo durante 
todo el periodo de estudio (Fig.8).  
 
2.2- El factor de crecimiento de hígado promueve la supervivencia celular en el tronco  
del encéfalo. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio indican que en el Parkinson experimental el LGF 
estimula la expresión de proteínas implicadas en la supervivencia celular como Bcl2 
(Reimers y cols., 2012; Gonzalo-Gobernado y cols., 2013). El tronco del encéfalo es el área 
principalmente afectada por la lesión con 3-AP, por lo que mediante técnicas de western 
blot analizamos los efectos del LGF sobre los niveles de Bcl2 y de la proteína proapotótica 
Bax en dicha estructura (Gross y cols., 1999; Frebel y Wiese, 2006; Lee y cols., 2009). Tal y 
como se observa en la Fig.9 A, la administración intraperitoneal de LGF incrementó 
significativamente la relación Bcl2/Bax en comparación con los animales sanos, y con las 
ratas atáxicas que recibieron vehículo. Además, el LGF también incrementó los niveles del 
marcador de neuronas maduras NeuN (Fig.9 B). Estos resultados sugieren el posible papel 
neuroprotector del LGF en tronco del encéfalo de las ratas 3-AP, que podría ser directo 
sobre las neuronas calbindina-positivas de la oliva inferior. Sin embargo,  tanto los 
animales 3-AP que recibieron vehículo, como aquellos tratados con LGF, mostraron una 
reducción importante en el número de neuronas calbindina-positivas en comparación con 
la rata sana, no observándose diferencias en este parámetro cuando se compararon entre 
sí las olivas de ambos grupos experimentales (Fig.9 C). Resultados similares se obtuvieron 
cuando se analizó la expresión de calbindina en el tronco del encéfalo mediante técnicas 
de western blot (Fig.9 D).  
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Figura 9.- Efecto del tratamiento con LGF en la expresión de marcadores neuronales y proteínas involucradas 
en supervivencia celular. El tratamiento con LGF (5g/rata) incrementa significativamente la relación 
Bcl2/Bax (A) y la expresión de NeuN (B) en el tronco del encéfalo de ratas lesionadas con 3-AP (40 mg/kg). 
En C y D se muestra como el tratamiento con LGF no restaura la pérdida de neuronas calbindina-positivas en 
la oliva inferior (C), ni la disminución en la expresión de calbindina en el tronco del encéfalo (D) provocada 
por la neurotoxina. Los resultados en A-B y D representan la media ± EEM de 6 a 18 y en C de 5-7 animales 
independientes. * p ≤ 0,05 ** p ≤ 0,01 *** p ≤ 0,001 vs rata sana. +p≤0,05 vs ratas lesionadas con 3-AP que 
recibieron vehículo.  
 
Es posible que para que el LGF pueda ejercer un papel neuroprotector sobre las neuronas 
de la oliva inferior tenga que ser administrado en estadíos más tempranos de lesión. Así, 
un grupo de ratas tratadas con 40 mg/kg de 3-AP de tres días de evolución recibió, 
durante 3 semanas, 6 inyecciones i.p. de suero salino o de LGF (5µg/rata/inyección). Al 
término del tratamiento los animales fueron sacrificados y sus olivas analizadas por 
inmunohistoquímica. Tanto en el grupo 3-AP que recibió vehículo, como el tratado con 
LGF se observó una reducción progresiva de la conducta motora (Fig.10 A). Además, 
ambos tratamientos disminuyeron significativamente el número de neuronas calbindina-
positivas de la oliva inferior (Fig.10 B).  
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Figura 10.- Efectos del tratamiento con LGF a los 3 días post-lesión con 3-AP sobre la coordinación motora y 
el número de neuronas calbindina-positivas en la oliva inferior. En A se muestra la evolución de la 
coordinación motora de los animales lesionados con 40 mg/kg de 3-AP de 3 días de evolución tratados con 
salino (barras negras), o 5 µg/rata de LGF (barras grises). En B se muestra el número de neuronas calbindina-
positivas en la oliva inferior de los animales atáxicos tratados con salino y LGF, y de la rata sana (barra 
blanca). Nótese como el tratamiento con LGF no mejora la coordinación motora (A), ni previene la pérdida 
de neuronas calbindina-positivas en la oliva inferior (B) promovidas por la lesión con 3-AP. En A los 
resultados representan la media ± EEM  de 5 animales independientes. En B los resultados representan la 
media ± EEM de 3 a 4 animales independientes. ** p≤0,01 vs rata sana. 
 
 
2.3- La administración intraperitoneal de LGF previene la disminución en calbindina y el 
incremento de OX6 en el cerebelo provocado por 3-AP.  
Como hemos mostrado anteriormente, la lesión con 3-AP reduce significativamente el 
número de terminaciones sinapticas calbindina-positivas que rodean las neuronas de los 
núcleos profundos del cerebelo, y la expresión de calbindina en dicha estructura. Cuando 
analizamos la expresión de calbindina en el cerebelo, comprobamos que en los animales 
tratados con LGF, los niveles de calbindina eran similares a los de los animales sanos y 
significativamente superiores a los encontrados en los cerebelos de las ratas lesionadas 
con 3-AP (Fig.11G). Además, la administración de LGF también previno la disminución en 
el número de neuronas rodeadas de terminales sinápticos calbindina-positivos observado 
en los núcleos fastigial e interpuesto de los animales lesionados con 3-AP (Fig.11 H). Estos 
resultados sugirieren un posible papel neuroprotector del LGF en el cerebelo de las ratas 
atáxicas, que podría explicar la estabilización de la coordinación motora observada en los 
animales lesionados con 3-AP que recibieron LGF.  
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A diferencia de lo observado para la expresión de calbindina, el tratamiento con LGF no 
revirtió la disminución en los niveles de GLUR1 promovida por la neurotoxina en el 
cerebelo. 
 
Figura 11.- Efectos del tratamiento con LGF sobre la expresión de calbindina en el cerebelo de ratas 
lesionadas con 3-AP. En A-F se muestra la inmunotinción para calbindina (marrón) en cortes coronales del 
núcleo fastigial de la rata sana (A y D), y de ratas lesionadas con 40 mg/kg 3-AP tratadas con vehículo (B y E) 
o con 5g/rata LGF (C y F). En H se muestra el número de neuronas rodeadas de terminales calbindina-
positivas en los núcleos fastigial e interpuesto de ratas lesionadas con 3-AP tratadas con vehículo (barras 
negras) o LGF (barras grises). Nótese como el LGF incrementa la inmunotinción para calbindina en el núcleo 
fastigial (E y F) y el número de terminales sinápticos calbindina-positivos sobre las neuronas de los núcleos 
fastigial e interpuesto (H), en comparación con los animales que recibieron vehículo. Barra de escala: 400 
µm (A-C) y 20 µm (D-F). En G se muestran los resultados de inmunoblot para la expresión de calbindina en el 
cerebelo de las ratas sanas (barra blanca) y de las ratas lesionadas con 3-AP que recibieron vehículo (barra 
negra), o que recibieron LGF (barra gris). Los resultados representan la media ± EEM de 4 (H), y de 14 a 23 
(G) animales independientes. *p≤0,05 ** p≤0,01 vs rata sana. +p≤0,05 vs ratas lesionadas con 3-AP que 
recibieron vehículo. 
 
En el tronco del encéfalo, el LGF estimula la expresión de proteínas implicadas en la 
supervivencia celular como Bcl2.  Sin embargo, en el cerebelo de las ratas lesionadas con 
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3-AP, tratadas o no con LGF, no se encontraron diferencias significativas en la relación 
Bcl2/Bax en comparación con los animales sanos (dato no mostrado). 
Una de las acciones que ejerció la neurotoxina 3-AP sobre el cerebelo fue promover la 
reactividad glial, ya que aumentaron significativamente los niveles de GFAP en 1,24 ± 6,1 
veces (p≤ 0,01 vs rata sana), y del marcador de microglía activada OX6 (Fig.12D).  
 
Figura 12.- Efecto del tratamiento con LGF sobre la inmunotinción y expresión de OX6 en el cerebelo de ratas 
con lesión de la oliva inferior inducida por 3-AP. En A-C se muestra la doble inmunotinción para -tubulina III 
(verde) y el marcador de microglía activada OX6 (morado) en cortes coronales del cerebelo de la rata sana 
(A), la rata lesionada con 3-AP (B) y de la rata lesionada con 3-AP tratada con LGF (C). Nótese como aumenta 
el nº de células OX6-positivas en la médula de las ratas 3-AP que recibieron vehículo (B) en comparación con 
la rata sana (A) y con los animales lesionados que recibieron LGF (C). Barra de escala: 150 µm (A-C). En D se 
muestran los resultados de inmunoblot para la expresión de OX6 en el cerebelo de la rata sana (barra 
blanca), de la rata 3-AP tratadas con salino (barra negra), y de la rata 3-AP tratada con LGF (barra gris). Los 
resultados representan la media ± EEM de 17 a 20 (D) animales independientes. *p≤0,05 vs rata sana. 
+p≤0,05 vs ratas lesionadas con 3-AP que recibieron vehículo. Abreviaturas: CG (Capa Granulosa), CP 
(Células de Purkinje) y NP (Núcleos Profundos).  
 
El tratamiento con LGF no previno el aumento en GFAP inducido por la 3-AP en el 
cerebelo, pero si revirtió significativamente los niveles de OX6 en dicha estructura 
(Fig.12D). Resultados similares se obtuvieron mediante técnicas de inmunohistoquímica. 
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Así, en los animales lesionados con 3-AP tratados con LGF pudimos observar un menor 
número de células OX6-positivas tanto en la médula, como en los núcleos profundos del 
cerebelo en comparación con los animales atáxicos que fueron tratados con vehículo 
(Fig.12C). 
 
 
2.4- El tratamiento con LGF modula la concentración extracelular de Glutamato y GABA 
en la corteza cerebelosa de las ratas lesionadas con 3-AP. 
Glutamato (GLU) y GABA son los neurotransmisores que regulan principalmente la  
actividad del cerebelo y se ven afectados en los distintos tipos de ataxia. Mediante 
técnicas de microdiálisis analizamos el contenido extracelular de ambos 
neurotransmisores en la corteza cerebelosa de las ratas lesionadas con 3-AP. Tal y como 
se observa en la Fig. 13 B, la lesión con 3-AP incrementó significativamente la 
concentración basal de GLU en comparación con los animales sanos, sin que se 
observaran cambios significativos en la concentración basal de GABA en estos animales 
(Fig. 13 D). El tratamiento con LGF previno el incremento en los niveles basales de GLU, y 
disminuyó significativamente la concentración basal de GABA (Figs. 13 B y D), sugiriendo 
un aumento en la afinidad de los trasportadores para GLU y GABA en la corteza 
cerebelosa de las ratas atáxicas tratadas con el factor. Cuando se estimuló la liberación de 
ambos neurotrasmisores mediante un pulso de K+ se observó un aumento muy 
significativo en la liberación de GABA en las ratas lesionadas con 3-AP en comparación 
con la observada en los controles y en los animales que recibieron LGF (Fig.13 B). El 
tratamiento con el factor también disminuyó la concentración de GLU a niveles similares 
a los encontrados en las ratas sana  (Fig. 13 A). 
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Figura 13.- Efecto del tratamiento con LGF sobre la concentración extracelular de Glutamato (GLU) y GABA 
en la corteza cerebelosa de las ratas lesionadas con 3-AP. En A y C se muestra la concentración extracelular 
de Glutamato (A) y GABA (C) en situación basal (fracciones 1-6) y tras la estimulación con 75 mM KCl 
(fracciones 7-9) y en el periodo de lavado (fracciones 10-18) en la corteza cerebelosa de ratas sanas (círculos 
abiertos) y ratas lesionadas con 3-AP tratadas con vehículo (círculos negros) o con LGF (5µg/rata) (círculos 
grises). En B y D se representan las concentraciones basales medias de GLU (B) y GABA (D) en la corteza 
cerebelosa de la rata sana (barra blanca) y de ratas atáxicas tratadas con vehículo (barra negra) o LGF (barra 
gris). Nótese como el LGF disminuye los niveles basales de GLU y GABA (B, D), y previene el aumento en la 
liberación de GABA provocado por la neurotoxina (C). Los resultados representan la media ± EEM de 4 a 7 
animales independientes. *p≤0,05 *** p≤0,001 vs rata sana. +++p≤0,05 vs 3-AP+LGF. 
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3- EFECTOS DEL LGF EN EL MODELO MURINO DE ATAXIA DE FRIEDREICH YG8R. 
 
3.1- Efecto del tratamiento con LGF sobre la coordinación motora y el peso corporal de 
los ratones YG8R. 
Está descrito que en los ratones YG8R se produce un empeoramiento en su coordinación 
motora dependiente de la edad (Al-Mahdawi y cols., 2006). Es por ello que quisimos 
analizar si el tratamiento con LGF podría mejorar las alteraciones en este parámetro.  
 
Figura 14.- Efecto del LGF sobre la coordinación motora de los ratones YG8R. En A se muestra el porcentaje 
de ratones que se mantuvieron en el rota-rod durante 3 o más minutos a velocidad constante en el grupo 
WT (círculos blancos), YG8R (círculos negros), e YG8R+LGF (círculos grises). Nótese como al final de los 
experimentos el porcentaje de ratones YG8R+LGF que permanecen en el rota-rod durante 3 o más minutos 
a velocidad constante (A) es significativamente superior al observado en el grupo YG8R. En B se muestra la 
coordinación motora analizada mediante el test de aceleración en rota-rod (medido en segundos) en los 
ratones WT (círculos blancos) y ratones YG8R tratados con vehículo (YG8R, círculos negros) o tratados con 
LGF (YG8R+LGF, círculos grises). Los resultados representan la media ± EEM de 6-8 animales 
independientes. ++p<0,01 +++p<0,001 vs ratones YG8R. * p<0,05 ** p<0,01 vs ratones WT. # p<0,05 
##p<0,01 vs ratones YG8R+LGF. 
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Entre los 5 y los 7 meses de edad el porcentaje de ratones YG8R que se mantuvo durante 
3 o más minutos en el rota-rod a una velocidad constante (4 r.p.m.) disminuyó 
significativamente en comparación con el grupo WT (Fig. 14 A). En los ratones YG8R que 
habían recibido el tratamiento con LGF este porcentaje se mantuvo constante, 
alcanzando a los 8 meses de edad, valores similares al grupo WT y significativamente 
superiores al grupo YG8R (Fig. 14 A). 
Cuando se analizó el tiempo de permanencia en aceleración en el rota-rod (4 a 40 r.pm. 
en 1 minuto) se observó que, entre los 5 y los 7 meses de edad, éste parámetro estaba 
disminuido significativamente en los ratones YG8R tratados con vehículo en comparación 
con el grupo WT (Fig. 14 B). Estas diferencias no se mantuvieron en animales más 
longevos debido a la pérdida de coordinación motora observada entre los 7 y 8 meses de 
edad en los ratones WT. Tampoco se observaron diferencias significativas entre los 
ratones YG8R que recibieron vehículo y los que fueron tratados con LGF a ninguno de los 
tiempos de experimentación analizados (Fig. 14 B).  
 
Figura 15.- Efecto del tratamiento con LGF sobre el peso corporal de los ratones YG8R. Se muestran las 
variaciones del peso corporal (medido en gramos) en función de la edad de los ratones WT (círculos 
blancos), YG8R (círculos negros) e YG8R+LGF (círculos grises). Los resultados representan la media ± EEM de 
6-8 animales independientes. ** p<0,01 vs ratones WT. + p<0,05 vs ratones YG8R. 
 
 
Paralelamente a los estudios de coordinación motora, se analizó el efecto del tratamiento 
con LGF sobre el peso de los animales. Entre los 7 y 8 meses de edad los ratones YG8R 
tratados con vehículo incrementaron su peso corporal de forma que en el momento del 
sacrificio (8 meses de edad) estos animales alcanzaron un peso similar al de los ratones 
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WT. Sin embargo, el peso corporal de los ratones YG8R+LGF fue significativamente 
inferior al de los ratones WT e YG8R (Fig.15). 
 
3.2- Efecto del tratamiento con LGF sobre la expresión de marcadores neuronales y 
gliales en ratones YG8R. 
Los cambios observados en la conducta motora de los ratones YG8R podrían ser la 
consecuencia de una alteración de las neuronas sensitivas de los ganglios dorsales y/o de 
la médula espinal. Aparentemente no se visualizaron cambios significativos en la 
distribución y expresión de NeuN en la médula lumbar de los ratones YG8R, en 
comparación con los ratones WT (Fig. 16A). Sin embargo, cuando se cuantificó el número 
total de neuronas NeuN-positivas este parámetro disminuyo significativamente en los 
ratones YG8R (Fig.16D), observándose esta disminución predominantemente en las astas 
dorsales (Fig.16B).  
 
Figura 16.- Efecto del tratamiento con LGF sobre la expresión de NeuN en el SNC de ratones YG8R. En el 
panel superior se muestra la inmunotinción para NeuN (marrón) a nivel del asta dorsal de la médula lumbar 
de los ratones WT (A), los ratones YG8R tratados con vehiculo (YG8R) (B) y  los ratones YG8R tratados con 
LGF (YG8R+LGF) (C). Nótese como la inmunoreactividad para NeuN disminuye en los ratones YG8R tratados 
con vehículo en comparación con los ratones WT (A, B). Barra de escala: 100 µm (A-C). En D se muestra el 
número de células NeuN-positivas en la medula lumbar de los ratones WT (barras blancas), YG8R (barras 
negras) e YG8R+LGF (barras grises). E y F muestran los resultados de western blot para NeuN en medula 
espinal (E) y tronco del encéfalo (F). Nótese como el tratamiento con LGF incrementa significativamente el 
número de células NeuN-positivas y la expresión de NeuN en la médula espinal de los ratones YGR8. Los 
resultados representan la media ± EEM de 3 (A-E) o 6-8 (F) animales independientes. *p<0,05 vs ratones 
WT. +p<0,05 vs ratones YG8R. 
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El tratamiento con LGF incrementó significativamente el número de células NeuN-
positivas en la médula lumbar en comparación con los ratones YG8R tratados con 
vehículo (Fig.16D). En la médula torácica y cervical no se encontraron diferencias 
significativas en el número de células NeuN-positivas entre el grupo WT y los ratones 
YG8R independientemente del tratamiento aplicado (vehículo o LGF). La valoración de los 
niveles de NeuN por western blot no mostró diferencias significativas en la médula 
espinal de los ratones YG8R en comparación con los ratones WT. Sin embargo, el 
tratamiento con LGF incrementó significativamente este parámetro (Fig.16 E). En el resto 
de regiones del cerebro analizadas, tan solo encontramos cambios significativos en el 
tronco del encéfalo de los ratones YG8R, donde independientemente del tratamiento, se 
observó un incremento en la expresión de la proteína NeuN (Fig.16 F). 
Otros autores han descrito la presencia de grandes vacuolas en los ganglios dorsales a 
nivel de la zona lumbar de la médula en los ratones YG8R de 6 a 12 meses de edad (Al-
Mahdawi y cols., 2006). Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales no 
pudimos constatar dichas alteraciones.   
La supervivencia o muerte de las neuronas afectadas depende en gran medida del grado 
de activación de la glía. Cuando se analizó la expresión del marcador de astrocitos GFAP, 
tan solo se observaron cambios significativos en el tronco del encéfalo donde los niveles 
de GFAP en los ratones YG8R fueron superiores a los observados en los ratones WT 
(Fig.17 B), y en la corteza cerebral donde, por el contrario, se observó una disminución 
significativa en la expresión de esta proteína (Fig.17 C). En ambos casos, el tratamiento 
con LGF no varió los cambios observados, por lo que asumimos que estas variaciones son 
una característica propia del modelo experimental. 
De la misma manera, el estudio histoquímico del marcador de microglía y de microglía 
activada Iba1 en la sustancia gris de la médula lumbar, reveló un incremento de 1,7 ± 0,08 
veces del número de células Iba1-positivas en los animales YG8R (N=3, p<0,01 vs ratones 
WT) y de 1,6 ± 0,12 veces en los animales YG8R+LGF (N=3, p<0,01 vs ratones WT) 
independientemente del tratamiento aplicado (dato no mostrado). Por otro lado, la 
expresión del marcador de microglía GLUT5, analizado mediante técnicas de western blot, 
disminuyó en la médula espinal de los ratones YG8R tratados con vehículo o LGF (Fig.17 
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D) y en el cerebelo de los ratones que recibieron vehículo (Fig.17 F) en comparación con 
los ratones WT.  
 
Figura 17.- Efecto del tratamiento con LGF sobre la expresión de marcadores gliales en el SNC de los ratones 
YG8R. En A-C se observa el efecto de LGF sobre la expresión de GFAP en la medula espinal (A), tronco del 
encéfalo (B) y corteza cerebral (C) de los ratones WT (barras blancas), YG8R (barras negras) e YG8R+LGF 
(barras grises). En D-F se observa el efecto del tratamiento con LGF sobre la expresión de GLUT5 en la 
medula espinal (D), tronco del encéfalo (E) y cerebelo (F) de los ratones WT (barras blancas), YG8R (barras 
negras) e YG8R+LGF (barras grises). Los resultados representan la media ± EEM de 3 (A y D) y 6-8 (B-C y E-F)  
animales independientes. * p<0,05   **p<0,01 vs ratones WT.  
 
 
3.3- Efecto del tratamiento con LGF sobre la función cardiaca en los ratones YG8R. 
Uno de los órganos más afectados en la AF es el corazón, ya que como está descrito un 
porcentaje elevado de los pacientes desarrolla una cardiopatía hipertrófica, en concreto 
una hipertrofia del miocardio del ventrículo izquierdo. Tal y como se muestra en la Fig. 18 
D, los ratones YG8R presentaron un aumento significativo en el diámetro de sus 
cardiomiocitos, no observado en los animales tratados con LGF. El tratamiento con el 
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factor disminuyó significativamente el diámetro de los cardiomiocitos respecto a los 
animales WT y a los ratones YG8R que recibieron vehículo (Fig.18 D).    
 
Figura 18.- Efecto del tratamiento con LGF sobre el diámetro de los cardiomiocitos en los ratones YG8R. En 
A-C se muestra la tinción con hematoxilina (azul) y eosina (rosa) de cortes coronales del ventrículo izquierdo 
de ratones WT, YG8R e YG8R+LGF. En D se muestra el diámetro de estos cardiomiocitos en los 3 grupos 
experimentales. Nótese como esta variable está incrementada  en los ratones YG8R, y como el tratamiento 
con LGF previene este incremento. Los resultados en D representan la media ± EEM de 360-420  
cardiomiocitos de cada grupo experimental. ***p<0,001 vs ratones WT. +++p<0,001 vs ratones YG8R. 
 
Paralelamente se analizó la relación peso del ventrículo/peso del animal que es un 
parámetro utilizado para el estudio de la hipertrofia ventricular. Cuando analizamos el 
peso de los ventrículos izquierdos en los ratones YG8R, no observamos diferencias 
significativas entre los distintos grupos experimentales (Fig.19 A), al igual que en la 
relación peso del ventrículo/peso del animal (Fig.19 B). Estos resultados corresponden 
con los descritos para este modelo animal (Al-Mahdawi y cols., 2006), donde no se 
identificó un incremento del peso del corazón respecto al peso del animal.  
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Figura 19.- Efecto del tratamiento con LGF sobre el peso ventricular y la relación peso ventrículo/peso 
animal en los ratones YG8R. En A se muestra el peso de los ventrículos izquierdos (medido en gramos), y en 
B la relación peso ventrículo/peso animal en los ratones WT (barras blancas), YG8R (barras negras) e 
YG8R+LGF (barras grises). Los resultados representan la media ± EEM de 6-8 animales independientes.  
 
 
3.4- Efecto del tratamiento con LGF en la  expresión de Frataxina y Ferroportina en el 
SNC y el corazón de los ratones YG8R. 
La Frataxina (FXN) es una proteína mitocondrial implicada en la homeostasis de hierro 
que se encuentra afectada en la AF. Por ello analizamos el papel del LGF sobre su 
expresión en la médula espinal, en distintas regiones del cerebro, y en el corazón de los 
ratones YG8R de 8-9 meses de edad.  
El tratamiento con LGF incrementó significativamente la expresión de FXN en la médula 
espinal (Fig.20 A) y en el tronco del encéfalo de los ratones YG8R (Fig. 20 B), sin que se 
observaran cambios significativos en el resto de las regiones cerebrales analizadas 
(cerebelo y corteza cerebral). El tratamiento con LGF también incrementó los niveles de 
FXN en el corazón de los ratones YG8R (Fig.20 C). 
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Figura 20.- Efecto del tratamiento con LGF sobre la expresión de Frataxina y Ferroportina en el SNC y 
corazón de ratones YG8R. En A, B y C se muestra el efecto del LGF sobre la expresión de FXN analizada 
mediante western blot en la médula espinal (A), el tronco del encéfalo (B) y el corazón (C). Nótese como el 
tratamiento con LGF estimula la expresión de FXN en todas las estructuras analizadas. En D, E y F se 
muestra la expresión de FPN en la medula espinal (D), el tronco del encéfalo (E) y el corazón (F) de ratones 
WT (barras blancas), y ratones YGR8 tratados con vehículo (barras negras) o LGF (1,7g/ratón) (barras 
grises). Los resultados representan la media ± EEM de 3 (A y D) y 6-8 (B-C y E-F)  animales independientes. 
*p<0,05 vs ratones WT. +p<0,05 vs ratones YG8R.  
 
Otra proteína implicada en el trasporte de hierro que también se encuentra afectada en 
la AF es la ferroportina (FPN) (Richardson y cols., 2010). Tal y como se muestra en la 
médula espinal (Fig.20 D) y el tronco del encéfalo (Fig. 20 E) de los ratones YGR8 tratados 
con vehículo se observó una disminución significativa en los niveles de FPN en 
comparación con los observados en los ratones WT, sin que se observaran cambios 
significativos en el cerebelo y la corteza cerebral. A diferencia de lo observado para la 
expresión de FXN, el tratamiento con LGF no incrementó los niveles de FPN en ninguna de 
las regiones del SNC analizadas. De igual manera, el tratamiento con LGF careció de 
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efecto sobre la expresión de FNP en el corazón, cuyos niveles se encontraron disminuidos 
significativamente en el músculo cardiaco de los ratones YG8R tratados o no con LGF 
(Fig.20 F).  
 
3.5- Efecto del LGF sobre la expresión de proteínas implicadas en la supervivencia 
celular y el complejo IV de la cadena mitocondrial en el SNC y corazón de los ratones 
YG8R. 
La proteína Akt es un efector clave en la cascada de la ruta de señalización PI3K/Akt, 
donde su forma fosforilada (P-Akt) juega un papel crítico en la regulación de la 
supervivencia neuronal (Noshita y cols., 2001; Zheng y Quirion, 2006; Chakrabarty y cols., 
2007; Sanders y cols., 2008). El tratamiento con LGF incrementó significativamente la 
relación P-Akt/Akt en la medula espinal de los ratones YG8R (Fig.21 A) sin que se 
encontraran cambios significativos en el resto de estructuras del SNC analizadas. 
Paralelamente, se estudió el efecto del LGF sobre la expresión de las proteínas Bcl2 (anti-
apoptótica) y Bax (pro-apoptótica), no encontrándose cambios en los niveles de estas 
proteínas en ninguna de las estructuras estudiadas, ni en los diferentes grupos 
experimentales analizados en este estudio.  
La proteína mitocondrial FXN está relacionada con la biosíntesis de los grupos hemo 
presentes en los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. El complejo IV (CIV) o 
citocromo C oxidasa, cataliza la transferencia de electrones desde el citocromo C al O2  
para producir agua. Aunque el complejo IV no es el lugar de mayor producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS), alteraciones en dicho complejo se han asociado con 
un incremento en la producción de ROS en diversos tipos celulares, incluídos los 
linfoblastos de pacientes de AF (Napoli y cols., 2006).  
Los resultados de western blot en la médula espinal ponen de manifiesto una disminución 
de los niveles del CIV en el grupo YG8R que recibió vehículo, y como el tratamiento con 
LGF recuperaba este parámetro significativamente (Fig.21 D). En el cerebelo de los 
animales YG8R también se observó una disminución en la expresión del CIV 
independiente del tratamiento con LGF (Fig.21 E), mientras que en el tronco del encéfalo 
se observó un aumento en los niveles de CIV en los ratones YG8R tratados o no con LGF 
(Fig.21 F).  
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Figura 21.- Efecto del tratamiento con LGF sobre la  expresión de proteínas implicadas en la supervivencia 
celular y el complejo IV de la cadena respiratoria. En A-C se muestra la relación P-Akt/Akt en la medula 
espinal (A), cerebelo (B), y tronco del encéfalo (C) de los ratones WT (barras blancas), YG8R (barras negras) 
e YG8R+LGF (barras grises). Nótese como el LGF incrementa significativamente esta relación en la medula 
espinal (A). En D-F se muestran los resultados de western blot para el complejo IV (CIV) de la cadena 
mitocondrial en la medula espinal (D), el cerebelo (E), y tronco del encéfalo (F). Nótese como el LGF revierte 
la disminución en la expresión del CIV en la médula espinal de los ratones YG8R (D). Los resultados 
representan la media ± EEM de 3 (A, D) y 6-8 (B, C, E y F) animales independientes. *p<0,05  **p<0,01 vs 
ratones WT. +p<0,05  ++p<0,01 vs ratones YG8R. 
 
A diferencia de lo observado en el SNC, en el músculo cardíaco de los ratones YG8R 
tratados o no con LGF no se observaron cambios significativos ni en la relación P-Akt/Akt, 
ni en la expresión del CIV (datos no mostrados). 
 
3.6- Efecto del LGF sobre los niveles de Glutatión en el músculo esquelético. 
La disminución en los niveles de FXN en la AF se traduce en un incremento en la 
acumulación de hierro mitocondrial, y un aumento del estrés oxidativo asociado al daño 
celular (Napoli y cols., 2006). El glutatión es el antioxidante no-enzimático más abundante 
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en las células, donde desempeña su papel contra las lesiones celulares inducidas por el 
estrés oxidativo (Hayes y McLellan, 1999).  
Dada la importancia de la homeostasis del glutatión en la neurodegeneración y su uso 
potencial como marcador clínico de estrés oxidativo, analizamos su concentración en el 
músculo esquelético de los ratones YG8R tratados o no con LGF y en los WT. Tal y como 
se observa en la Fig.22, la relación glutatión oxidado (GSSG) vs glutatión reducido (GSH) 
estaba incrementada en el músculo esquelético de los ratones YG8R en comparación  con 
los ratones WT (Fig.22). El tratamiento con LGF fue capaz de revertir este incremento, 
indicando que el tratamiento con el factor disminuye significativamente el estrés 
oxidativo asociado al desarrollo de la enfermedad, en el músculo esquelético de los 
ratones YG8R. 
 
Figura 22.- El tratamiento con LGF previene el estrés oxidativo en el músculo esquelético de los ratones 
YG8R. En la figura se muestra la relación glutatión oxidado (GSSG) vs glutatión reducido (GSH) en el músculo 
esquelético de ratones WT (barra blanca) y ratones YG8R que recibieron vehículo (YG8R) (barra negra) o 
tratados con LGF (YG8R+LGF) (barra gris). En los ratones YG8R esta relación se encuentra incrementada 
significativamente respecto al grupo WT. Nótese como el tratamiento con LGF revierte este incremento. Los 
resultados representan la media ± EEM de 6-8 animales independientes. * p<0,05 vs ratones WT  ++ p<0,01 
vs ratones YG8R. 
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4- TRATAMIENTO CON CMCUhu EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE ATAXIA CEREBELOSA 
INDUCIDO POR 3-AP. 
 
4.1- El implante de CMCUhu mejora la coordinación motora en ratas lesionadas con 3-AP.  
Para determinar si el implante intravenoso de CMCUhu (dosis: 4 millones de células 
mononucleadas/rata) tenía funcionalidad in vivo, analizamos la coordinación motora de los 
animales utilizando el test de rota-rod. Como se muestra en la Fig.23, las ratas lesionadas 
con 3-AP que recibieron vehículo (3-AP), sufrieron un deterioro progresivo en su 
coordinación motora entre los 15 y 24 días post-lesión. Por el contrario, el grupo 3-AP que 
recibió una única inyección de CMCUhu (3-AP+CMCUhu) a los 3 días post-lesión, alcanzó 
una estabilidad motora entre los 8 y 32 días post-lesión. De hecho, 21 días después del 
transplante (24 días post-lesión), su coordinación motora mejoró significativamente 
comparado con el grupo 3-AP que recibió vehículo. 
 
Figura 23.- Las CMCUhu mejoran la coordinación motora en las ratas lesionadas con 3-AP. El comportamiento 
motor evaluado por el test rota-rod (medido en segundos en aceleración), muestra una deficiencia progresiva 
en las ratas lesionadas con 3-AP que recibieron vehículo (círculos negros) entre los 15 y 24 días post-lesión. La 
coordinación motora en las ratas lesionadas con 3-AP que recibieron CMCUhu (círculos blancos) mostró una 
mejoría significativa a los 24 días post-lesión. Los resultados representan la media ± EEM de 10-16 animales 
independientes. * p≤0,05 vs 3-AP tratadas con vehículo a 24 días post-lesión. (↓) momento del implante de 
CMCUhu. 
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4.2- Detección de CMCUhu en el tronco del encéfalo y el cerebelo de ratas lesionadas con 
3-AP.  
Para determinar si el trasplante intravenoso de CMCUhu era capaz de migrar hasta el 
tronco del encéfalo y cerebelo de las ratas atáxicas, se realizó un estudio 
inmunohistoquímico con el marcador específico de células humanas HLA-ABC. Siete días 
después del transplante, las ratas 3-AP mostraron inmunotinción positiva para HLA-ABC en 
la zona ventral (Fig.24 A) y dorsal (Fig.24 C) del tronco del encéfalo. Estas células parecían 
estar asociadas a vasos sanguíneos positivos para laminina (Fig.24 B), o integradas en el 
parénquima (Fig.24 C). De manera similar, en el cerebelo de las ratas atáxicas tratadas con 
CMCUhu también se encontraron células positivas para HLA-ABC en la corteza cerebelosa,  
bien asociadas a vasos sanguíneos (Fig.24 D), o integradas en el parénquima de la capa 
granulosa (Fig.24 E) y molecular (Fig.24 F) de la corteza cerebelosa. Bajo nuestras 
condiciones experimentales, no pudimos detectar inmunoreactividad positiva para HLA-
ABC a tiempos superiores a los 21 días post-implante.  
 
Figura 24.- Inmunodetección del antígeno leucocitario humano (HLA-ABC) en el tronco del encéfalo y cerebelo 
de ratas atáxicas 3-AP. En A y C  se muestra la inmunodetección de HLA-ABC (verde) en la región ventral (A) y 
dorsal (C) del tronco del encéfalo de las ratas lesionadas con 3-AP y tratadas con CMCUhu. En B se muestra la 
inmunoreactividad para HLA-ABC (verde) y laminina (rojo) en la región ventral del tronco del encéfalo. Nótese 
como las células positivas para HLA-ABC están asociadas a los vasos sanguíneos positivos para laminina (B, 
amarillo, flechas blancas), o integradas en el parénquima (C, flechas blancas). En el cerebelo, las células 
positivas para HLA-ABC (D-F, verde) se localizaron en la corteza cerebelosa cerca de vasos sanguíneos 
positivos para laminina (D, rojo) y en el parénquima de la capa granulosa (E, verde) y molecular (F, verde) de 
la corteza cerebelosa. Los núcleos se marcaron con Hoechst 33342 (azul). Barra de escala: 25 μm (B y D), 50 
μm (C, E y F) y 100  μm (A). 
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4.3- Las CMCUhu previenen parcialmente la perdida neuronal en el tronco del encéfalo 
generada por la neurotoxina 3-AP. 
La inyección de 40 mg/kg 3-AP redujo significativamente (P≤ 0,001, n=6) el número de 
neuronas positivas para calbindina en el nivel 2 de la oliva inferior, de 616 ± 22 a 220 ± 51 
células positivas para calbindina/sección en la rata sana y en la rata 3-AP, respectivamente. 
Un efecto similar se observó en el nivel 1 de la oliva inferior donde el número de neuronas 
se redujo 1,7 veces en las ratas 3-AP (P≤ 0,01, n=4) comparadas con las ratas sanas.  
 
Figura 25.- Las CMCUhu previenen la pérdida neuronal en el tronco del encéfalo de las ratas 3-AP. Los paneles 
A-D muestran la inmunodetección para calbindina (marrón) en la oliva inferior de ratas 3-AP. A y C muestran 
la inmunotinción en dos niveles de la oliva inferior de ratas lesionadas con 3-AP separadas por una distancia 
de aproximadamente 800 μm. Nótese como el implante de CMCUhu previene la disminución del número de 
neuronas positivas para calbindina ocasionada por la neurotoxina en ambos niveles (B y D). Barra de escala: 
150 μm. E y F muestran la detección por western blot de calbindina (E) y NeuN (F) en el tronco del encéfalo. 
El tratamiento con CMCUhu previene la disminución en los niveles de calbindina (E) y NeuN (F) ocasionada 
por la 3-AP. Los resultados representan la media ± EEM de 6 a 9 animales individuales. *p≤0,05  ** p≤0,01 vs 
rata sana. + p≤0,05 vs rata 3-AP. 
 
Como se muestra en la Fig. 25 B y D, tras 28 días post-lesión, la inmunoreactividad para 
calbindina fue superior en la oliva inferior de las ratas atáxicas que recibieron CMCUhu, en 
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comparación con las ratas atáxicas que recibieron la administración de vehículo (Fig.25 A y 
C). 
Los análisis por western blot para calbindina y NeuN dieron resultados similares. Así, en el 
tronco cerebral de las ratas 3-AP tratadas con vehículo, los niveles de calbindina (Fig.25 E) y 
NeuN (Fig.25 F) fueron significativamente inferiores a los encontrados en las ratas sanas y 
en las ratas 3-AP que recibieron el implante de CMCUhu. Este incremento en el marcador 
neuronal podría deberse a la diferenciación de los implantes de CMCUhu en neuronas, 
pero fuimos incapaces de probar esta posibilidad, ya que como hemos mencionado, no se 
pudo detectar la inmunoreactividad para HLA-ABC a largo plazo. 
Las ratas lesionadas con 3-AP que recibieron vehículo también mostraron en el cerebelo 
una reducción en los niveles de expresión de calbindina y NeuN, pero el implante de 
CMCUhu no fue capaz de recuperar ambos parámetros (dato no mostrado).  
 
4.4- Las CMCUhu modulan la reactividad glial en las ratas lesionadas con 3-AP. 
La lesión con 3-AP incrementó de manera tiempo-dependiente el número de células IB4-
positivas con morfología de microglía en la oliva inferior (Fig.26 A, B). A los 10 días post-
lesión se observó una disminución en el número de células IB4-positivas en la oliva 
inferior de los animales atáxicos que recibieron el trasplante de CMCUhu (Fig.26 C), en 
comparación con aquellos que recibieron vehículo (Fig.26 A, B). Resultados parecidos se 
obtuvieron cuando se analizó la expresión del marcador de microglía GLUT5 en el tronco 
del encéfalo a los 48 días post-lesión. Así, la lesión con 3-AP incrementó 
significativamente los niveles de GLUT5 en comparación con los observados en el tronco 
del encéfalo de las ratas sanas y de las ratas atáxicas que recibieron el implante de 
CMCUhu (Fig.26 H). 
El anticuerpo OX6 reconoce al antígeno de histocompatibilidad de clase II expresado por 
la microglía activada. Como se muestra en la Fig.26 I, los niveles de la proteína OX6 
aumentaron en el tronco del encéfalo de las ratas 3-AP+CMCUhu. De manera similar, el 
número de células OX6-positivas se incrementó en la oliva inferior de las ratas 3-AP 
tratadas con CMCUhu (Fig.26 F) en comparación con la rata sana (Fig.26 D), y con las ratas 
atáxicas tratadas con vehículo (Fig.26 E). La proliferación es otra característica de la 
activación de la microglía. El transplante con CMCUhu incrementó la expresión del 
marcador de proliferación PCNA en 1.6 veces en el tronco cerebral (p≤0,01 vs rata sana y 
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p≤0,05 vs 3-AP).  Además, muchas de las células OX6 positivas fueron también positivas 
para PCNA en la oliva inferior de las ratas 3-AP+CMCUhu (Fig.26 G).  
 
Figura 26.- Las CMCUhu modulan la reactividad glial en el tronco del encéfalo de las ratas lesionadas con 3-
AP. En A y B se muestra la detección histoquímica de IB4 (rojo) en la oliva inferior de una rata lesionada con 
3-AP a las 48 horas post-lesión (A) y a los 10 días post-lesión (B). Las ratas lesionadas que recibieron el 
implante de CMCUhu (C) mostraron un menor marcaje para IB4 que las que recibieron vehículo a los diez días 
post-lesión. D-G muestran el inmunomarcaje para OX6 (rojo) en la oliva inferior de la rata sana (D), ratas 3-AP 
tratadas con vehículo (E) y ratas 3-AP tratadas con CMCUhu (F y G). Nótese como el implante celular aumenta 
la inmunoreactividad para OX6 (F y G). En G se observa un doble inmunomarcaje para OX6 (rojo) y PCNA 
(verde). Los núcleos celulares se marcaron con Hoechst 33342 (azul). Barra de escala: 50 μm (A-F) y 25 μm 
(G). Las figuras H-J muestran los resultados de western blot para la detección de GLUT5 (H), OX6 (I) y GFAP (J) 
en el tronco del encéfalo. Nótese como el implante de las CMCUhu incrementa la expresión de la proteína 
OX6 en el tronco del encéfalo (I). Los resultados representan la media de ± EEM de 9 a 15 animales 
independientes. *p≤0,05  ** p≤0,01 vs rata sana. + p≤0,05 vs rata 3-AP. 
 
 
En conjunto estos resultados sugieren que en la ataxia experimental los implantes de 
CMCUhu podrían ejercer un doble papel sobre la microglía, previniendo, al menos en 
parte, la invasión de estas células en la oliva inferior y el tronco del encéfalo, y 
promoviendo su activación hacia un fenotipo neuroreparador. Ello podría explicar los 
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efectos beneficiosos de los implantes sobre las neuronas calbindina-positivas de la oliva 
inferior. 
El implante de CMCUhu también disminuyó significativamente la expresión de GFAP en el 
tronco del encéfalo (Fig.26J), sugiriendo una menor reactividad astroglial, que podría 
contribuir al aumento en la expresión de NeuN  observado en dicha estructura. 
En el cerebelo, la expresión de la proteína GLUT5 no se vio afectada por el implante de  
CMCUhu (Fig.27 E). Sin embargo, la inyección intravenosa de CMCUhu, sí previno el 
aumento en la inmunoreactividad (Fig.27 C), y en la expresión de GFAP (Fig.27 G), así como 
de OX6 (Fig.27 F) promovida por la 3-AP en el cerebelo. 
 
 
Figura 27.- Las CMCUhu modulan la reactividad glial en el cerebelo de las ratas lesionadas con 3-AP. Los 
paneles A-C muestran la inmunoreactividad de GFAP (verde) en el cerebelo de las ratas sanas (A) y ratas 
atáxicas 3-AP (B). El tratamiento con CMCUhu disminuye el marcaje para GFAP en esta estructura (C) 
potenciado por la neurotoxina 3-AP (B). Barra de escala: 25 μm. Las figuras E-G muestran los resultados de 
western blot para la detección de GLUT5 (E), OX6 (F) y GFAP (G). Las CMCUhu previenen el incremento en la 
expresión de las proteínas OX6 (F) y GFAP (G) en el cerebelo provocado por la neurotoxina 3-AP. Los 
resultados representan la media de ± EEM de 9 a 15 animales independientes. * p≤0,05  ** p≤0,01 vs rata 
sana. + p≤0,05 vs rata 3-AP. 
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4.5- El implante de CMCUhu estimula la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl2 y la 
fosforilación de Akt.  
Distintos estudios han propuesto un papel neuroprotector para las CMCUhu (Sanberg y 
cols., 2011). Por ello, estudiamos el efecto de las CMCUhu en la expresión de las proteínas 
involucradas en la supervivencia celular como Bcl2 (anti-apoptótica) y Bax (pro-apoptótica) 
mediante western blot. En el cerebelo de las ratas 3-AP+CMCUhu se observó un aumento 
significativo en la relación Bcl2/Bax en comparación con las ratas sanas y con ratas 3-AP 
(Fig.28 A). Este efecto se debió a un incremento en la expresión de la proteína Bcl2 
(*p≤0,05 y +p≤0,05 vs rata sana y 3-AP, respectivamente), mientras que los niveles de Bax 
permanecieron sin cambios significativos en los distintos grupos experimentales 
estudiados. Por otro lado, en el tronco del encéfalo, ni los animales 3-AP, ni 3-AP+CMCUhu 
mostraron cambios significativos en la relación Bcl2/Bax (Fig.28 C).  
 
Figura 28.- Las CMCUhu incrementan la expresión de Bcl2 y P-Akt en el cerebelo y tronco del encéfalo de las 
ratas atáxicas 3-AP. El implante de CMCUhu aumenta la ratio Bcl2/Bax en el cerebelo de las ratas lesionadas 
con 3-AP (A). Las CMCUhu también incrementan la ratio P-Akt/Akt en el cerebelo (B) y tronco del encéfalo (D) 
de las ratas 3-AP en comparación con las ratas sanas. Los resultados representan la media de ± EEM de 9 a 15 
animales independientes. * p≤0,05  ** p≤0,01 vs rata sana. + p≤0,05  ++ p≤0,01  +++ p≤0,001 vs rata 3-AP. 
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También se analizó la relación fosfo-Akt/Akt (P-Akt/Akt) en las estructuras anteriores, ya 
que  la forma fosforilada de Akt juega un papel crítico en la regulación de la supervivencia 
neuronal (Noshita y cols., 2001; Zhao y cols., 2006). Como se muestra en la Fig. 28 B y D, la 
relación P-Akt/Akt estaba incrementada significativamente en el cerebelo y tronco del 
encéfalo de las ratas atáxicas 3-AP tratadas con CMCUhu. El implante no modificó los 
niveles totales de la expresión de la proteína Akt en ambas estructuras, pero si incrementó 
los niveles de su forma fosforilada en el cerebelo y tronco del encéfalo (*p<0,05 vs 
cerebelo rata sana y  +p<0,05 vs tronco del encéfalo rata 3-AP). 
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1- ACCIÓN NEUROPROTECTORA DEL LGF EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE ATAXIA 
CEREBELOSA. 
El modelo experimental de ataxia cerebelosa en rata utilizado consiste en la destrucción 
selectiva de las neuronas de la oliva inferior mediante la administración de la neurotoxina 
3-AP. De acuerdo con nuestros resultados, la administración de una única dosis de 40 
mg/kg de 3-AP disminuyó significativamente la coordinación motora de los animales y el 
número de neuronas calbindina-positivas en los distintos niveles de la oliva inferior 
analizados, observándose una buena correlación entre ambos parámetros. 
El LGF es un factor de crecimiento cuyo papel en la regeneración del SNC ha sido 
recientemente demostrado por nuestro grupo de investigación (Bazán y cols., 2005; 
Reimers y cols., 2006; Gonzalo-Gobernado y cols., 2009; Reimers y cols., 2012; Gonzalo-
Gobernado y cols., 2013). El tratamiento con el factor mejoró significativamente la 
coordinación motora de los animales atáxicos, manteniéndose esta mejoría durante todo 
el periodo de experimentación analizado en esta memoria. En el Parkinson experimental 
el LGF ejerce un efecto neuroprotector sobre la neuronas dopaminérgicas en 
degeneración (Gonzalo-Gobernado y cols., 2013). De igual manera, el LGF podría proteger 
a las neuronas de la oliva inferior del daño provocado por la 3-AP, lo que podría explicar 
la mejoría motora observada. Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales no 
se observó recuperación alguna en el número de neuronas calbindina-positivas de la oliva 
inferior, ni en la expresión de calbindina en el tronco del encéfalo de los animales 
tratados con el factor. En la oliva inferior la lesión con 3-AP incrementa la incorporación 
de BrdU y la expresión de PCNA, resultando la mayoría de las células en proliferación 
positivas para el marcador de microglía IB4, y para el marcador de microglía activada OX6. 
El tratamiento con LGF no previno la proliferación de la microglía ni el incremento en la 
expresión de OX6 promovidos por la neurotoxina, lo que podría explicar la falta de 
actividad neuroprotectora del LGF sobre las neuronas de la oliva inferior, ya que la 
presencia de microglía activada puede ser una fuente adicional de daño neuronal a través 
de la liberación de citoquinas que amplifican la respuesta inflamatoria (Cicchetti y cols., 
2002; Reimers y cols., 2008). 
A diferencia de lo observado para la calbindina, el tratamiento con LGF estimuló la 
expresión de la proteína NeuN en el tronco del encéfalo de las ratas atáxicas, sugiriendo 
su posible papel neuroprotector y/o neurogénico en dicha estructura. Aunque el LGF 
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tiene probada actividad neurogénica en el SNC adulto (Gonzalo-Gobernado y cols., 2009), 
en el modelo de lesión con 3-AP utilizado no fue capaz de promover la generación de 
nuevas neuronas, ya que en el tronco del encéfalo no se observaron comarcajes entre las 
células BrdU-positivas y los distintos marcadores neurales analizados, ni cambios 
significativos en la expresión del marcador de neurogénesis doblecortina. Nuestros 
trabajos previos han demostrado la capacidad del LGF para estimular la expresión de la 
proteína antiapotótica Bcl2 (Reimers y cols., 2012; Gonzalo-Gobernado y cols., 2013). En 
las ratas atáxicas el tratamiento con LGF incrementó significativamente la relación 
Bcl2/Bax en el tronco del encéfalo. Este aumento fue debido a la potenciación de la 
expresión de Bcl2 por el factor, sin que se observaran cambios significativos en los niveles 
de  la proteína pro-apotótica Bax. El análisis inmunohistoquímico de Bcl2 reveló que el 
aumento en la expresión de esta proteína no estaba asociado a la oliva inferior (dato no 
mostrado en la sección de resultados). Como Bcl2 está implicada en la supervivencia 
celular (Frebel y Wiese, 2006; Lossi y cols., 2009), en conjunto nuestros resultados 
sugieren un posible papel neuroprotector del LGF sobre otras poblaciones neuronales del 
tronco del encéfalo no analizadas en esta memoria, como por ejemplo las neuronas de los 
núcleos facial e hipogloso que también se afectan parcialmente por la neurotoxina 3-AP 
(Seoane y cols., 2005).  
Independientemente de la importancia del tronco del encéfalo, la coordinación 
motora realmente está modulada por el cerebelo. La ablación química de la oliva con 3-
AP también induce alteraciones en el cerebelo, afectando a las propiedades intrínsecas de 
las CP que sufren inestabilidad en su actividad (Colin y cols., 1980; Cerminara y Rawson, 
2004; Janahmadi y cols., 2009; Kaffashian y cols., 2011). Es por ello que quisimos estudiar 
si la mejora en el comportamiento de las ratas atáxicas tratadas con LGF podría estar 
relacionada con un potencial efecto positivo del factor sobre los parámetros cerebelosos 
afectados por la 3-AP. 
Trabajos previos han demostrado que la neurotoxina 3-AP disminuye los niveles de 
calbindina y GLUR1 en el cerebelo (Fernandez y cols., 1998; Fernandez y cols., 2005a). 
Inmunohistoquímicamente no pudimos detectar cambios significativos en la distribución 
del GLUR1 y de la calbindina en las CP de las ratas lesionadas con 3-AP, pero si 
observamos una disminución significativa en el número de terminales calbindina-
positivos de los axones que las CP envían a los núcleos profundos del cerebelo, en 
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concreto a las neuronas de los núcleos interpuesto y fastigial. Además, la lesión con 3-AP 
promovió una disminución mantenida, en el tiempo, de los niveles de GLUR1 y calbindina 
en el cerebelo analizados mediante técnicas de western blot. Aunque nuestros resultados 
difieren parcialmente de los obtenidos por otros autores que observaron una 
recuperación en la expresión de ambos marcadores bioquímicos de la función cerebelosa 
entre el primer y segundo mes post-lesión con 3-AP (Fernandez y cols., 1998; Fernandez y 
cols., 2005a), en conjunto indican una posible afectación de las CP en el modelo 
experimental de ataxia cerebelosa utilizado. De hecho, los resultados obtenidos mediante 
técnicas de microdiálisis en el cerebelo así lo indican, ya que la liberación de GABA 
inducida por KCl se encuentra afectada en la corteza cerebelosa de las ratas atáxicas.  
Cuando analizamos los efectos del tratamiento con LGF sobre los parámetros arriba 
descritos observamos que en el cerebelo de las ratas lesionadas tratadas con el factor los 
niveles de calbindina eran similares a los encontrados en las ratas sanas, y 
significativamente superiores a los de las ratas lesionadas con 3-AP tratadas con vehículo. 
Además, el LGF previno parcialmente la pérdida de terminales calbindina-positivos en los 
núcleos profundos. A diferencia de lo observado en el tronco del encéfalo, el LGF no 
estimuló la expresión de Bcl2 en el cerebelo, ni promovió la activación de otras proteínas 
implicadas en la supervivencia celular como Akt que juega un papel importante en la 
acción neuroprotectora del LGF sobre las neuronas dopaminérgicas (Gonzalo-Gobernado 
y cols., 2013). Curiosamente, el tratamiento con el factor disminuyó el incremento en la 
inmunoreactividad y en la expresión del marcador de microglía activada OX6 en el 
cerebelo de las ratas atáxicas. La activación mantenida de la microglía en el cerebelo de 
las ratas lesionadas con 3-AP podría contribuir al daño observado en los terminales 
calbindina-positivos del cerebelo a través de la liberación de citoquinas proinflamatorias. 
De hecho, nuestros resultados claramente muestran como las células OX6-positivas 
invaden la médula y núcleos profundos del cerebelo en las ratas lesionadas con 3-AP. 
Trabajos previos han demostrado que la administración crónica de LGF tiene actividad 
antiinflamatoria in vivo (Diaz-Gil y cols., 1999; Diaz-Gil y cols., 2009; Gonzalo-Gobernado y 
cols., 2013). Nuestros resultados también sugieren un posible papel antiinflamatorio del 
LGF en la  ataxia cerebelosa que podría explicar el efecto beneficioso del factor sobre los 
terminales de las CP que proyectan a los núcleos profundos y sobre la expresión de 
calbindina en el cerebelo. 
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La sobreexpresión de GFAP es una característica de astrocitos reactivos en el cerebelo de 
las ratas atáxicas (Fernandez y cols., 1997; Shi y cols., 2012)) y en pacientes con ataxia 
progresiva (Mittelbronn y cols., 2010). En el cerebelo de las ratas lesionadas con 3-AP 
también encontramos incrementados los niveles de la proteína GFAP, muy 
probablemente debido al daño neuronal existente en esta estructura, tal y como se ha 
descrito en otras patologías (Chvatal y cols., 2008; Buffo y cols., 2010; Zhang y cols., 
2010). A diferencia de lo observado con la expresión de OX6, el LGF no previno la 
reactividad glial de los astrocitos en el cerebelo. 
Además de la prevención de la activación de la microglía, el tratamiento con LGF 
mejoró la funcionalidad de las CP en el modelo de ataxia cerebelosa inducido por las 3-
AP. Como comentamos en la introducción, las fibras aferentes del cerebelo que proceden 
de la oliva inferior son excitatorias y utilizan el glutamato como neurotransmisor. 
Mediante las técnicas de microdiálisis encontramos que la concentración extracelular 
basal de glutamato estaba muy incrementada en la corteza cerebelosa de las ratas 
atáxicas, y que tan solo la administración de dos inyecciones de LGF revertía la 
concentración basal de este neurotransmisor hasta alcanzar valores similares a los 
encontrados en la rata sana. Bajo nuestras condiciones experimentales, esta disminución 
en la concentración basal de glutamato no es debida a un posible efecto neuroprotector 
del LGF sobre las neuronas de la oliva inferior. Y aunque desconocemos si el factor puede 
regular la afinidad de los receptores glutamatérgicos en la corteza cerebelosa, este no es 
capaz de prevenir la disminución en los niveles de GLUR1 provocada por la 3-AP en el 
cerebelo. Está descrito que la concentración extracelular de un neurotransmisor en el 
estado basal es representativa de la afinidad que tienen en el SNC sus trasportadores 
(Lerma y cols., 1984; Lerma y cols., 1986). De acuerdo con nuestros resultados, en la 
ataxia cerebelosa experimental el LGF podría prevenir el exceso de glutamato 
incrementando su recaptura mediante un aumento en la afinidad de sus transportadores 
en los terminales de las fibras trepadoras procedentes de las neuronas remanentes de la 
oliva inferior, y/o en las células gliales presentes en la corteza cerebelosa.  
Como ya hemos comentado, los terminales gabaérgicos de las CP proyectan sobre los 
núcleos profundos del cerebelo, que son un grupo heterogéneo de neuronas que 
proyectan hacia las áreas motoras de la corteza, el tálamo, la oliva inferior y la médula 
espinal. La lesión con 3-AP no afectó a los niveles basales de GABA en la corteza 
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cerebelosa, pero sí incrementó muy significativamente la liberación de este 
neurotransmisor inhibitorio en dicha estructura. El incremento en la liberación de GABA 
puede resultar de la degeneración funcional de las CP y de otras neuronas inhibitorias 
como consecuencia de la lesión con 3-AP. Al estar afectada esta  entrada inhibitoria se 
elevarían las tasas de disparo de las células de los núcleos profundos, lo que se 
correlaciona perfectamente con la ataxia observada en los animales lesionados (Walter y 
cols., 2006). De hecho, en un modelo de intoxicación con acrilamida en rata en el que se 
produce debilidad muscular y ataxia se ha observado un incremento en los niveles de 
GABA en el cerebelo (Shi y cols., 2012). Además, en un modelo de ratón con afectación 
para el transportador de GABA1 en el que las concentraciones de GABA son excesivas 
también se desarrollaron trastornos motores y ataxia (Chiu y cols., 2005). El tratamiento 
con LGF redujo significativamente la liberación de GABA en la corteza cerebelosa 
alcanzándose concentraciones de GABA extracelular similares a las observadas en las 
ratas no lesionadas. Al igual que lo observado para el glutamato, el tratamiento con el 
factor disminuyó significativamente la concentración basal de GABA, lo que podría indicar 
un aumento en la afinidad de los transportadores de GABA en el cerebelo. Los 
transportadores de GABA están involucrados en el mantenimiento de una concentración 
de GABA baja en el espacio extracelular cerebral, previniendo la excesiva activación 
tónica de los receptores sinápticos y extrasinápticos (Zhou y Danbolt, 2013). Además, los 
transportadores de GABA pueden revertir, tanto bajo condiciones normales como 
patológicas, la liberación de GABA (Richerson y Wu, 2003, 2004). 
En conjunto, estos resultados indican que en el cerebelo de las ratas lesionadas con 3-AP 
el LGF mantiene la homeostasis del glutamato y del GABA, posiblemente, modificando al 
alza la afinidad de sus transportadores en dicha estructura. Ello permite mantener las 
concentraciones de ambos neurotrasmisores a unos niveles similares a los observados en 
la rata sana, lo que podría explicar la mejoría conductual observada en las ratas tratadas 
con el factor. Además como en el SNC el exceso de actividad glutamatérgica produce 
activación de la microglía (Blaylock, 2013) y daño neuronal (Danbolt, 2001; Beart y 
O'Shea, 2007), la disminución en la concentración extracelular de este neurotrasmisor 
provocada por el factor podría ser responsable, en parte, de la disminución en la 
activación de la microglía y del efecto beneficioso del LGF sobre los terminales calbindina-
positivos de las CP referidos anteriormente.  
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2- EFECTO NEUROPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DEL LGF EN EL MODELO MURINO YG8R. 
En la ataxia cerebelosa experimental el LGF ejerce un efecto neuroprotector sobre las CP 
dañadas y mejora la coordinación motora. Debido a su capacidad antioxidante y su 
potente actividad sobre el sistema cardiovascular, el LGF también podría ser efectivo en el 
tratamiento de la AF. En los ratones YG8R el LGF protegió a las neuronas sensitivas de la 
médula lumbar y estimuló la fosforilación de Akt en dicha estructura. El tratamiento con el 
factor redujo el tamaño de los cardiomiocitos en el corazón de los ratones YG8R, e 
incrementó significativamente los niveles de  frataxina en la médula espinal, el tronco del 
encéfalo y el corazón. Además, el LGF disminuyó los niveles de glutatión oxidado en el 
músculo esquelético de los ratones YG8R.  
A día de hoy, el ratón YG8R está considerado el mejor modelo animal de AF, 
aunque estos ratones transgénicos solo reproducen parcialmente los síntomas humanos. 
El ratón YG8R muestra una ataxia modesta, iniciándose a los tres meses de edad los fallos 
en la coordinación. A los seis meses disminuye su actividad motora en campo abierto, 
para acabar desarrollando ataxia en torno a los dos años de edad (Al-Mahdawi y cols., 
2006). La neuropatología descrita en los ratones YG8R es parecida a la de los pacientes 
con AF pero menos pronunciada. Así, entre los 6 y los 12 meses de edad se han observado 
grandes vacuolas en las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal en la médula lumbar 
que claramente indican su degeneración (Al-Mahdawi y cols., 2006). Bajo nuestras 
condiciones experimentales (animales de 8 a 9 meses de edad), no detectamos la 
vacuolización de dichas neuronas en ninguno de los niveles de la médula espinal 
analizados. Sin embargo, sí que encontramos una disminución en el número total de 
neuronas NeuN-positivas en la sustancia gris de la médula lumbar de los ratones YG8R, 
concretamente en las astas dorsales donde se sitúan las neuronas sensitivas que 
proyectan hacia el cerebelo por las vías espinocerebelosas anterior y posterior, y que se 
encuentran afectadas en la AF (Koeppen y Mazurkiewicz, 2013). El tratamiento con LGF 
previno esta disminución, resultando el número de células NeuN-positivas muy similar al 
observado en la médula lumbar de los ratones WT. Paralelamente, la administración del 
factor también incrementó la expresión de NeuN en la médula espinal.Estos resultados 
sugieren un papel neurogénico y/o neuroprotector del LGF sobre estas neuronas. 
La doblecortina es una proteína que se expresa en neuronas jóvenes en migración y se 
utiliza como un indicador de la neurogénesis (Couillard-Despres y cols., 2005). En la 
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médula espinal no se observaron diferencias en los  niveles de doblecortina entre los 
ratones YG8R tratados con vehículo o LGF (resultados no mostrados en esta memoria), 
por lo que consideramos que el factor carece de actividad neurogénica en dicha 
estructura.  
Como hemos comentado anteriormente, en la ataxia cerebelosa experimental el 
LGF estimula la expresión de proteínas implicadas en la supervivencia celular. El 
tratamiento con LGF no incrementó los niveles de Bcl2 en la médula espinal de los 
ratones YG8R, pero estimuló la fosforilación de la proteína Akt. Como la forma fosforilada 
de Akt desempeña un papel importante en la regulación de la supervivencia neuronal 
(Noshita y cols., 2001), podemos sugerir que en la médula espinal de los ratones YG8R el 
LGF ejerce un efecto neuroprotector probablemente mediado por la activación de Akt. De 
hecho, en el Parkinson experimental esta proteína está implicada en la acción 
neuroprotectora del LGF sobre las neuronas dopaminérgicas dañadas (Gonzalo-
Gobernado y cols., 2013). 
Nuestros resultados también sugieren  que en la médula espinal de los ratones 
YG8R el efecto neuroprotector del LGF no se debe a la prevención de la activación de la 
microglía. Iba1 es un marcador de microglia activada, y en un modelo de sepsis in vivo la 
activación de la microglia se ha asociado con una disminución en la expresión de GLUT5 
(Garcia-Herrera y cols., 2008). En el modelo de AF utilizado, el tratamiento con LGF no 
disminuyó la presencia de células de microglía Iba1-positivas en la médula lumbar de los 
ratones YG8R, ni incrementó la expresión del marcador de microglía GLUT5 cuyos niveles 
estaban muy disminuidos. Resultados similares se observaron en el cerebelo de los 
ratones YG8R donde el LGF también fue incapaz de regular al alza la expresión de GLUT5. 
La inflamación crónica y la actividad de las células de la glía son factores importantes que 
conllevan a la neurodegeneración. Según algunos estudios en pacientes con AF, las 
células de Schwann y las células satélite parecen estar afectadas en los ganglios de la raíz 
dorsal, llegándose a sugerir que la afectación de la glía podría ser la causa de la pérdida 
neuronal periférica  (Koeppen y cols., 2009; Lu y cols., 2009). En el modelo de AF en ratón 
utilizado no observamos cambios significativos en la inmunoreactividad del marcador 
específico de células de Schwann (S-100) en los ganglios dorsales (dato no mostrado). En 
cuanto a la expresión de GFAP tan solo pudimos encontrar un incremento significativo en 
el tronco del encéfalo y una disminución en la corteza cerebral de los ratones YG8R, que 
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son dos características del modelo experimental no descritas con anterioridad. Además, y 
aunque no lo hemos comentado en el apartado anterior, también se observó un 
incremento significativo, no documentado previamente, en la expresión de NeuN en el 
tronco del encéfalo de los ratones YG8R. El tratamiento con  LGF no afectó a la expresión 
de GFAP en ninguna de estas estructuras, ni a la expresión de NeuN en el tronco del 
encéfalo de los ratones YG8R.  
La cardiomiopatía hipertrófica es la principal causa de mortalidad en la AF. El 
corazón suele estar agrandado y muestra una miocardiopatía intersticial con necrosis o 
degeneración granular de unas fibras e hipertrofia de otras (Pandolfo, 2009; Koeppen, 
2011; Farreras-Rozman, 2012). Aunque los ratones YG8R no muestran una disfunción 
cardiaca severa, sí que se han descrito una serie de alteraciones en el corazón que se 
asocian con la presencia de una hipertrofia cardiaca (Al-Mahdawi y cols., 2006). Cuando 
analizamos el peso del ventrículo izquierdo y la relación peso del ventrículo 
izquierdo/peso animal no observamos cambios significativos en los ratones YG8R en 
comparación con los animales WT. Sin embargo, cuando evaluamos el tamaño de los 
cardiomiocitos utilizando técnicas histológicas convencionales encontramos que éste 
estaba incrementado en los ratones YG8R, indicando claramente la presencia de una 
hipertrofia cardiaca en estos animales. En un modelo experimental de hipertensión en 
rata la administración crónica de LGF mejoró la función vascular (Somoza y cols., 2006) y 
la hipertrofia ventricular (Conde y cols., 2011). En los ratones YG8R el tratamiento con el 
factor disminuyó el tamaño de los cardiomiocitos en el ventrículo izquierdo, hasta un 
tamaño similar al observado en los animales WT. Nuestros resultados preliminares 
también indican que el LGF reduce el espesor de la pared ventricular en los ratones YG8R, 
por lo que en conjunto podemos concluir que el LGF previene la hipertrofia cardiaca en el 
modelo experimental de AF utilizado. 
Como ya hemos comentado, en la AF se encuentra afectada la proteína FXN que 
está implicada en la homeostasis del hierro mitocondrial y en la biogénesis de los clusters 
Fe-S que forman parte de los complejos de la cadena mitocondrial (Rotig y cols., 1997; 
Lodi y cols., 1999; Puccio y cols., 2001; Santos y cols., 2001). En los ratones YG8R también 
está descrita una disminución en su expresión en distintas estructuras del SNC (Al-
Mahdawi y cols., 2006). Bajo nuestras condiciones experimentales, el tratamiento con 
LGF incrementó los niveles de FXN en la médula espinal, en el tronco del encéfalo y en el 
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corazón, aunque en estas dos últimas estructuras este incremento fue muy moderado. En 
nuestro estudio hemos evaluado la expresión de FXN en el sobrenadante procedente de 
un homogeneizado de todo el tejido. Como la FXN es una proteína que se encuentra 
fundamentalmente en las mitocondrias, los cambios en su expresión debidos al 
tratamiento con LGF podrían ser más acusados si se estudiara en detalle la fracción 
mitocondrial. Incluso es probable que realizando el fraccionamiento subcelular, podamos 
encontrar cambios en los niveles de FXN en otras estructuras de SNC también afectadas 
en la AF como es el cerebelo. En cuanto al mecanismo que utiliza el LGF para incrementar 
la expresión de FXN por ahora nos es desconocido, aunque trabajos previos realizados en 
el hígado dañado han demostrado su capacidad para potenciar la síntesis de proteínas 
(Diaz-Gil y cols., 1999). Por otro lado, el LGF es un potente antioxidante (Condezo-Hoyos y 
cols., 2009; Surra y cols., 2010). Trabajos recientes han demostrado como el IGF-I, que 
también tiene una actividad antioxidante, estimula la expresión de FXN en neuronas y 
astrocitos deficientes en esta proteína  a través de la vía de señalización Akt/mTOR 
(Franco y cols., 2012a). Como ya hemos discutido, en la médula espinal de los ratones 
YG8R el LGF estimula la fosforilación de Akt. Además, en el corazón de 3 de los 5 ratones 
YG8R estudiados el LGF incrementó la ratio P-Akt/Akt en 1,9 ± 0.14 veces, sugiriendo que 
AKT también participa en la regulación al alza de la FXN en nuestro estudio.     
Está muy extendido que en la AF el exceso de hierro ocurre solo en la mitocondria (Huang 
y cols., 2009), pero también hay estudios que revelan que el exceso de hierro es más 
citosólico que mitocondrial (Ramirez y cols., 2012). La sobrecarga de hierro podría estar 
causada por un aumento en su captación y/o una disminución en la exportación de éste a 
través de transportadores citosólicos como la FPN. De hecho, en un estudio de pacientes 
con AF se ha observado la pérdida de reactividad para FPN en algunas neuronas de los 
ganglios de la raíz dorsal y en sus axones (Koeppen y cols., 2009). En la médula espinal y el 
tronco del encéfalo de los ratones YG8R encontramos una disminución significativa en la 
expresión de FPN no revertida por el tratamiento con LGF. Resultados similares se 
obtuvieron en el corazón, indicando que tanto en esta estructura, como en las arriba 
mencionadas, el LGF muy probablemente no es capaz de revertir la toxicidad celular 
producida por el aumento de hierro en el citosol.    
Aunque a día de hoy la función de la FXN no está bien definida, ésta proteína tiene 
un papel fundamental en el metabolismo mitocondrial del hierro, más concretamente en 
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la biogénesis de los clusters de Fe-S (Rotig y cols., 1997; Lodi y cols., 1999; Puccio y cols., 
2001; Santos y cols., 2001). El déficit de FXN conlleva la sobrecarga de hierro 
mitocondrial, y la desregulación de la actividad de los complejos I, II y III de la cadena 
respiratoria mitocondrial (Rotig y cols., 1997; Cavadini y cols., 2000; Llorens y cols., 2007; 
Sutak y cols., 2008; Heidari y cols., 2009). Otros autores también han descrito alteraciones 
en el CIV en células de levadura y oligodendrogliomas deficientes en FXN (Napoli y cols., 
2007; Bulteau y cols., 2012), y en linfoblastos de pacientes AF (Napoli y cols., 2006; 
Bulteau y cols., 2012). En el cerebelo y la médula espinal de los ratones YG8R  
encontramos que los niveles de expresión del CIV de la cadena respiratoria estaban muy 
disminuidos con relación a los ratones WT. El complejo IV cataliza la transferencia de 
electrones desde el citocromo C al O2  para producir agua. Por tanto, su disminución 
puede provocar una cesión inadecuada de electrones desde el complejo III de la cadena 
mitocondrial, y en consecuencia un incremento de radicales libres que muy 
probablemente causen daño celular en ambas estructuras. El tratamiento con LGF 
restituyó los niveles de CIV en la médula espinal de los ratones YG8R. Y aunque los 
resultados no fueron estadísticamente significativos, hemos de comentar que en el 
corazón el tratamiento con el factor también incrementó en 1,9 ± 0.6 veces la expresión 
de esta proteína en comparación con los ratones AF que recibieron vehículo. Estos 
resultados podrían explicar en parte los efectos beneficiosos del LGF observados en la 
médula espinal y el corazón de los ratones YG8R, ya que un incremento en el CIV podría 
reducir la concentración de radicales libres en las neuronas y los cardiomiocitos. 
En la AF la deficiencia en FXN origina una desregulación en las defensas 
antioxidantes, que desencadena un estado de estrés oxidativo causante en parte de la 
patología de la enfermedad (Gomes y Santos, 2013). El glutatión es la mejor molécula 
antioxidante en células eucariotas, donde puede estar libre o unido a proteínas. La forma 
libre se presenta mayormente en su forma reducida (GSH), que es uno de los mayores 
agentes neutralizantes de radicales libres en el organismo, por lo que su disminución 
incrementa el estrés oxidativo, caracterizado por el acúmulo de especies reactivas de 
oxígeno y la predisposición a la apoptosis. La deficiencia en FXN conlleva alteraciones en 
la homeostasis del glutatión (Piemonte y cols., 2001; Napoli y cols., 2006; Auchere y cols., 
2008; Shan y cols., 2013). Además, se ha observado un aumento de glutatión unido a 
proteínas en sangre, fibroblastos y linfoblastos de pacientes con AF (Piemonte y cols., 
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2001; Pastore y cols., 2003; Bulteau y cols., 2012). En el músculo esquelético de los 
ratones YG8R encontramos muy incrementada la relación GSSH/GSH, fundamentalmente 
debida a un incremento en la forma oxidada del glutatión GSSH. Este aumento en el 
estrés oxidativo puede provocar una degeneración de las fibras musculares que podría 
contribuir a la descoordinación motora descrita en estos ratones. El tratamiento con LGF 
revirtió la relación GSSG/GSH en el músculo esquelético hasta alcanzar valores similares a 
los observados en el ratón WT. Al prevenir el estrés oxidativo en la musculatura 
esquelética, el LGF podría tener un efecto beneficioso en la locomoción de los ratones AF. 
Además, el LGF también podría reducir el estrés oxidativo en los ganglios de la raíz dorsal 
de los ratones YG8R, donde también se han descrito alteraciones en la relación GSSG/GSH 
(Shan y cols., 2013), y en el corazón debido a que este factor reduce el estrés oxidativo en 
el sistema cardiovascular de las ratas hipertensas (Condezo-Hoyos y cols., 2012). 
Finalmente, evaluamos la efectividad del tratamiento con LGF sobre la 
coordinación motora de los ratones YG8R. Cuando realizamos el test de rota-rod en 
aceleración,  no observamos ninguna mejoría de la coordinación motora en los ratones 
YG8R tratados con el factor, en comparación con los animales que recibieron vehículo. 
Este resultado podría ser debido a una falta de efectividad del factor en el 
comportamiento motor, o a que los parámetros utilizados en aceleración (4 a 40 r.p.m. en 
un minuto) eran muy exigentes, lo que podría suponer un esfuerzo excesivo en estos 
animales con afectación motora. De hecho, en otros estudios muy recientes los autores 
han tenido que modificar sus protocolos para poder detectar mejorías en la conducta 
motora de los ratones YG8R tratados con IGF-I (Franco y cols., 2012a). Y en el caso de 
nuestro estudio con LGF, cuando evaluamos el porcentaje de ratones que se mantuvo en 
el rota-rod a velocidad constante, observamos que a partir del 7º mes de edad este 
porcentaje era superior en los animales que habían recibido LGF. Aunque estos resultados 
sugieren una mejoría de su coordinación motora, tienen que ser constatados utilizando 
los parámetros descritos por Franco y cols. (4-40 r.p.m en 3-5 minutos) en el test de 
aceleración. 
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3- EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CMCUhu EN EL MODELO EXPERIMENTAL DE 
ATAXIA CEREBELOSA. 
En la presente memoria hemos demostrado que en el modelo experimental de ataxia 
cerebelosa promovido por la neurotoxina 3-AP las CMCUhu administradas por vía 
intravenosa son capaces de migrar al tronco del encéfalo y al cerebelo. Los implantes de 
CMCUhu mitigaron parcialmente la pérdida neuronal inducida por la neurotoxina en el 
tronco del encéfalo, disminuyeron la reactividad glial en el cerebelo, y estimularon la 
expresión de proteínas involucradas en la supervivencia celular en ambas estructuras. 
Todos estos efectos se vieron acompañados por una mejoría temporal en la coordinación 
motora, lo que nos permite proponer el implante de CMCUhu como una terapia potencial 
en los desordenes cerebelosos.  
Las CMCUhu están consideradas una excelente fuente de células que pueden ser 
utilizadas para terapias de reemplazo celular en neurodegeneración (Harris, 2008; 
Herranz y cols., 2010; Sanberg y cols., 2011; Dalous y cols., 2012). En la actualidad tan solo 
hay dos estudios que hayan utilizado CMCUhu para el tratamiento de ataxias cerebelosas, 
con resultados esperanzadores en ambos casos (Yang y cols., 2011; Zhang y cols., 2011). 
En el modelo de lesión con 3-AP en rata, el implante de CMCUhu recuperó parcialmente 
el número de neuronas positivas para calbindina en la oliva inferior y restauró los niveles 
de calbindina y NeuN en el tronco cerebral. Estudios in vivo e in vitro han demostrado que 
las CMCUhu son capaces de diferenciarse en neuronas (Zigova y cols., 2002; Garbuzova-
Davis y cols., 2003; Chen y cols., 2007; Lim y cols., 2008; Low y cols., 2008). Aunque bajo 
nuestras condiciones experimentales encontramos células positivas para HLA-ABC en el 
tronco del encéfalo, ninguna de ellas se localizó en la oliva inferior, sugiriendo que las 
CMCUhu no se diferencian a neuronas positivas para calbindina en esta estructura. Sin 
embargo, de nuestro estudio no podemos excluir la posibilidad de que las CMCUhu 
puedan diferenciarse a neuronas en el tronco del encéfalo, ya que no fuimos capaces de 
detectar las células positivas para HLA-ABC en el SNC después de un mes post-
transplante. 
Cada vez son más numerosos los trabajos científicos que sugieren que los efectos 
beneficiosos del transplante de las CMCUhu están asociados a la producción de factores 
neurotróficos (Borlongan y cols., 2004; Arien-Zakay y cols., 2009; Zwart y cols., 2009; 
Bigini y cols., 2011; Zhang y cols., 2011). En este sentido se ha sugerido que en un modelo 
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de ataxia cerebelosa en ratón, el tratamiento con la fracción mesenquimal de las CMCUhu 
mejora el daño motor y la atrofia cerebelosa a través de la producción de IGF-I y del 
factor de crecimiento de endotelio vascular (Zhang y cols., 2011). En nuestro estudio no 
analizamos la expresión de neurotrofinas o citoquinas con propiedades antiinflamatorias, 
pero sí encontramos que los implantes de la fracción mononucleada de las CMCUhu 
potenciaban la activación de la microglía en la oliva inferior y en el tronco del encéfalo de 
las ratas atáxicas. Aunque la microglía activada se ha asociado con la patogénesis de 
distintas enfermedades neurodegenerativas, estas células pueden jugar un papel 
importante en la neuroprotección a través de la producción y liberación de factores 
neurotróficos (Streit, 2002; Rivest, 2011). De hecho, un estudio reciente ha asociado los 
beneficios terapéuticos del transplante de CMCUhu en un modelo en rata de hipoxia 
neonatal, con una regulación a la alza de la actividad de la microglía (Bae y cols., 2012). 
Por el contrario, otros autores han demostrado que el bloqueo de la actividad de la 
microglía potencia la neuroprotección y una recuperación funcional en la isquemia 
cortical (Franco y cols., 2012b). De nuestros resultados no podemos deducir si la microglía 
activada media, o no, el incremento de los marcadores neuronales NeuN y calbindina 
observado en el tronco del encéfalo de las ratas atáxicas tratadas con CMCUhu. Es por 
ello que en el futuro se realizarán experimentos similares a los presentados en esta 
memoria pero utilizando agentes bloqueantes de la activación de la microglía como la 
minociclina (Jordan y cols., 2007). 
El implante de células madre de cordón umbilical de rata previene la astrogliosis reactiva 
y favorece la protección neuronal en el hipocampo de ratas con isquemia (Hirko AC 2008). 
En el modelo de lesión con 3-AP, el implante de CMCUhu disminuyó la expresión de GFAP 
y su inmunoreactividad, pero no revirtió la disminución en los niveles de calbindina y 
NeuN promovida por la neurotoxina en el cerebelo. Estos resultados claramente indican 
que los implantes de CMCUhu pueden revertir la gliosis reactiva en el cerebelo de las 
ratas 3-AP, pero que no son suficientemente eficientes para prevenir el daño neuronal en 
dicha estructura. A diferencia del LGF, los implantes de CMCUhu no revirtieron el 
incremento en la expresión del marcador de microglía activada OX6 en el cerebelo. Ello 
explicaria la falta de efectividad de este tratamiento sobre las neuronas afectadas en el 
cerebelo, ya que la activación mantenida de la microglía podría mediar en parte la muerte 
neuronal en dicha estructura.  
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Como resultado de interés, hemos de comentar que en el modelo de ataxia 
cerebelosa utilizado, el trasplante de CMCUhu modula la expresión de una serie de 
proteínas involucradas en la supervivencia celular. Así, la administración intravenosa de 
CMCUhu incrementó significantemente la relación P-Akt/Akt en el cerebelo y tronco de 
las ratas lesionadas con 3-AP. Este efecto se debió al aumento en los niveles de P-Akt 
mientras los niveles de Akt totales permanecieron sin cambios en ambas estructuras. 
Distintos estudios han mostrado que P-Akt tiene un papel crítico en la regulación de la 
supervivencia neuronal inducida por CMCUhu  (Dasari y cols., 2008a; Dasari y cols., 
2008b), por lo que consideramos que esta proteína podría mediar la actividad 
neuroprotectora de las CMCUhu observada en el tronco del encéfalo. P-Akt también 
contribuye a la supervivencia de las células de la glía (Gabryel y cols., 2004; Dasari y cols., 
2008b; Rowe y cols., 2012). Sin embargo, hasta donde nosotros sabemos, se desconoce 
su posible papel en la prevención de la astrogliosis. La ruta de señalización PI3K-Akt 
regula la expresión del factor antiapoptótico Bcl2 (Matsuzaki y cols., 1999; Tamatani y 
cols., 1999; Creson y cols., 2009; Zhang y cols., 2010). El trasplante de CMCUhu 
incrementó la expresión de la proteína Bcl2 en el cerebelo de las ratas lesionadas con 3-
AP. La sobreexpresión de Bcl2 potencia la supervivencia de distintos tipos de neuronas 
incluyendo las de la capa granulosa del cerebelo (Sasaki y cols., 2006; Lossi y cols., 2009). 
Aunque este tipo neuronal no ha sido objeto de nuestro estudio, las neuronas de la capa 
granulosa también se encuentran afectadas en distintos tipos de ataxia. De manera 
adicional, Bcl2 puede contribuir al mantenimiento de los implantes celulares en el 
cerebelo de las ratas atáxicas 3-AP. De hecho, la sobreexpresión de Bcl2 media la 
supervivencia de los precursores humanos hematopoyéticos durante la vida fetal (Bonati 
y cols., 1996) y prolonga la supervivencia de mioblastos trasplantados en infarto de 
miocardio (Kitabayashi y cols., 2010) y fallo cardiaco crónico (Siltanen y cols., 2011). 
Finalmente, nuestros resultados muestran que el implante de CMCUhu mejora la 
coordinación motora en las ratas lesionadas con 3-AP. Este efecto beneficioso 
probablemente sea debido a la acción neuroprotectora que ejerce el implante sobre las 
neuronas calbindina-positivas de la oliva inferior, y en general sobre las neuronas del 
tronco del encéfalo ya que, como hemos comentado anteriormente, los implantes de 
CMCUhu también incrementan la expresión de la proteína NeuN en dicha estructura. 
Paralelamente, las CMCUhu podrían modular la actividad neuronal en las ratas atáxicas. 
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De hecho, tras el análisis preliminar del contenido de GABA y glutamato en el tronco del 
encéfalo hemos observado que en las ratas 3-AP los niveles de ambos aminoácidos están 
incrementados en 1.4 veces  con relación a los encontrados en las ratas sanas (n=3, 
p≤0.001 y p≤0.05 para GABA y glutamato, respectivamente), y que el tratamiento con 
CMCUhu previene esta disminución. 
Bajo nuestras condiciones experimentales, la mejoría funcional debida al trasplante de 
CMCUhu tan solo se observó durante los primeros 24 días post-implante. Esta pérdida de 
actividad podría deberse a una disminución en la supervivencia de las células 
implantadas. Recientemente se ha sugerido que para que los implantes de CMCUhu sean 
más eficaces es necesario realizar inyecciones repetidas de células (Garbuzova-Davis y 
cols., 2012). De hecho, la inyección repetida de CMCUhu mejora durante relativamente 
largos periodo de tiempo el comportamiento motor en el ratón atáxico (Zhang y cols., 
2011) y los síntomas funcionales en pacientes con ataxia hereditaria (Yang y cols., 2011). 
Puesto que nosotros administramos una única inyección intravenosa sería necesario 
realizar nuevos experimentos para poder determinar la efectividad de la aplicación 
repetida de CMCUhu en el modelo experimental de ataxia cerebelosa inducido por 3-AP. 
Alternativamente, nos planteamos la co-administración de CMCUhu y LGF ya que este 
factor mejora la eficiencia de los trasplantes de células madre neurales en el Parkinson 
experimental (Reimers y cols., 2012).   
 
 
 
En resumen, los resultados de este trabajo muestran que en el cerebelo de las ratas 
lesionadas con 3-AP, la administración de LGF reduce la concentración extracelular de 
glutamato y previene la activación de la microglia. Ambos eventos podrían explicar el 
efecto beneficioso que ejerce el LGF sobre los terminales calbindina-positivos de las CP 
que proyectan sobre los núcleos profundos. Además, el tratamiento con el factor modula 
la liberación de GABA en el cerebelo, lo que podría explicar la mejora de la coordinación 
motora observada en las ratas atáxicas. En la ataxia de Friedreich experimental el LGF 
también ejerce un efecto neuroprotector sobre las neuronas sensoriales de la médula 
lumbar, potencia la expresión de FXN en la médula espinal y el corazón, reduce el estrés 
oxidativo en el músculo esquelético, y mejora la hipertrofia cardiaca, por lo que 
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podríamos considerar a este factor como un potencial agente terapéutico en el 
tratamiento de la AF. 
Nuestros resultados también resaltan la efectividad de los implantes de CMCUhu en el 
tratamiento de las ataxias cerebelosas. Así, en el modelo de lesión con 3-AP la 
administración por vía intravenosa de estas células mitigó parcialmente la pérdida 
neuronal inducida por la 3-AP en la oliva inferior, disminuyó la reactividad glial en el 
cerebelo, y estimuló la expresión de proteínas involucradas en la supervivencia celular en 
ambas estructuras. Todos estos efectos se vieron acompañados por una mejoría temporal 
en la coordinación motora que podría verse optimizada mediante la aplicación repetida 
de CMCUhu, o la co-administración de CMCUhu y LGF. 
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1.- El tratamiento con LGF estabiliza la conducta motora en animales con lesión en la oliva 
inferior provocada por la 3-AP. Esta mejoría conductual puede estar asociada con los 
efectos beneficiosos que el LGF ejerce en el cerebelo de las ratas atáxicas, ya que el 
tratamiento con el factor reduce los niveles de glutamato en la corteza cerebelosa, 
previene la activación de la microglia, incrementa la expresión de calbindina, y protege 
del daño provocado por la neurotoxina a los terminales calbindina-positivos de las células 
de Purkinje que proyectan sobre los núcleos profundos. 
 
2.-En el modelo experimental de ataxia de Friedreich en ratón, el LGF ejerce un efecto 
neuroprotector sobre las neuronas sensoriales de la médula lumbar y mejora la 
hipertrofia cardiaca. Ambos eventos podrían ser debidos al incremento en la expresión de 
FXN promovido por el factor en la médula espinal y el corazón, ya que la degeneración de 
ambas estructuras está directamente asociada con el déficit en esta proteína. 
 
3.- En la ataxia de Friedreich experimental, el LGF reduce el estrés oxidativo en el músculo 
esquelético lo que podría explicar la mejora en la coordinación motora observada en los 
ratones YG8R. 
 
4.- En el modelo de lesión con 3-AP la administración por vía intravenosa de las CMCUhu 
reduce parcialmente la pérdida neuronal inducida por la 3-AP en la oliva inferior, previene 
la reactividad astroglial en el cerebelo, y estimula la supervivencia celular en ambas 
estructuras. Todos estos efectos se acompañan por una mejoría temporal en la 
coordinación motora resaltando la efectividad de los implantes de CMCUhu en el 
tratamiento de las ataxias cerebelosas. 
 
A la luz de estos resultados proponemos tanto al LGF, como a los implantes de CMCUhu 
como potenciales agentes terapéuticos en el tratamiento de las ataxias cerebelosas. 
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